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RESUMO

A reciclagem de embalagens plasticas ndo tem acontecido de forma eficaz,
principalmente pela presenca de contaminantes sintéticos (tintas e corantes) nas
embalagens e descarte incorreto. Portanto, esse estudo aborda o preparo de
hidrogéis (filmes) a base de polissacarideos biodegradaveis (pectina e quitosana)
contendo diferentes contetdos de glicerol (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40% em
massa. Os filmes foram preparados por meio de blendas de pectina/quitosana
(67/33 m/m) obtidas em HCI 0,10 mol L na presenca de glicerol, seguido da
evaporacao do solvente. Filmes lavados em meio aquoso e filmes ndo lavados
foram obtidos e caracterizados por meio de medidas de propriedades mecanicas,
microscopia eletrénica de varredura (SEM), espectroscopia de fotoelétrons de raios-
X (XPS), analise termogravimétrica, e medidas de angulo de contato. O filme néo
lavado contendo 40% em massa de glicerol apresentou o melhor resultado de
elasticidade até a ruptura (¢ = 19%). Por outro lado, os filmes lavados e preparados,
com teores de glicerol acima de 15%, apresentaram elevada resisténcia a tracao (c
= > 46 MPa). Apés lavagem, filmes contendo teores de glicerol acima de 15% se
reorganizam, promovendo aumento da resisténcia a tracdo. Medidas de angulo de
contato e analise termogravimétricas confirmaram a reorganizacdo das cadeias
poliméricas nos filmes lavados. Os espectros de XPS confirmaram a presenca dos
polissacarideos, como também do glicerol na superficie dos filmes. Os filmes
apresentaram citocompatibilidade sobre células tronco do tecido adiposo de
humanos (células ADSCs) e atividade antimicrobiana e antiadesiva contra
Escherichia coli. Os filmes promoveram uma baixa taxa de permeabilidade ao vapor
de agua e gas oxigénio e, ainda, atuaram como barreia a luz UV. O filme com 40%
de glicerol pode atuar como embalagem de tomates.

Palavras-chave: Embalagem, Filmes, Polissacarideos, Pectina, Quitosana, Glicerol



MACHADO, Bruno Rafael. DEVELOPMENT OF PECTIN/CHITOSAN/ GLYCEROL
FILMS FOR PRODUCTION OF BIODEGRADABLE FOOD PACKAGES. 90f.
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ABSTRACT
Recycling of plastic packaging has not been effective, mainly due to the presence of
synthetic contaminants (paints and dyes) in the packs and incorrect disposal.
Therefore, this study addresses the preparation of hydrogels (films) based on
biodegradable polysaccharides (pectin and chitosan) containing different contents
of glycerol (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 and 40% in mass. The films were prepared from
pectin/chitosan blends (67/33 wt/at) obtained in 0.10 mol L1 HCI at the presence of
glycerol, followed by the solvent evaporation. Washed and unwashed films were
obtained and characterized by mechanical measurements, scanning electron
microscopy (SEM), X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), thermogravimetric
analysis, and contact angle measurements. An unwashed film containing 40%
glycerol content showed the best result of elasticity until rupture (¢ = 19%). On the
other hand, washed films with glycerol contents above 15%, presented high tensile
strength (o = > 46 MPa). After washing, films containing glycerol above 15%
reorganize, increasing the tensile strength. Contact angle measurements and
thermogravimetric analysis confirmed the reorganization of the polymeric chains in
the washed films. XPS spectra confirmed the presence of polysaccharides, as well
as the glycerol on the film surfaces. The films presented cytocompatibility onto
human adipose stem cells (ADSCs cells) and antimicrobial and anti-adhesive
activities against Escherichia coli. The films promoted a low permeability rate to
water vapor and oxygen gas and also acted as a barrier to UV light. The film

containing 40% glycerol content can act as packaging for tomatoes.

Keywords: Packaging, Films, Polysaccharides, Pectin, Chitosan, Glycerol
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1 INTRODUCAO
1.1 EMBALAGENS PLASTICAS DE ALIMENTOS E IMPACTOS AMBIENTAIS
A producdo de embalagens plasticas tem crescido abruptamente no

decorrer dos anos, sendo estimado o comércio de aproximadamente 146 milhdes
de toneladas no ano de 2015 (Fig. 1) (RITCHIE, ROSER, 2018).

Producéo plastica primaria por setor industrial, 2015

Producdo primaria de plastico global por alocagdo do setor industrial, medida em toneladas por ano

Embalagens 146 milhdes de tonelada

Construgdo civil 65 milhdes de toneladas

Quiros setores 59 milhdes de toneladas

Téxteis - 47 milhdes de toneladas
Produtos de consumo e institucionais 42 milhdes de toneladas
Transporte 27 milhdes de toneladas
Elétrica/eletrinica 18 milhdes de toneladas

Maquinaria industrial 3 milhdes de toneladas

Otoneladas 40 milhdes de toneladas 30 milhdes de toneladas 140 milhdes de tonsladas

Figura 1. Utilizacdo de plasticos em diversos setores (2015).
Fonte: RITCHIE, ROSER, (2018) (com adaptacfes).

A elevada utilizacdo e producdo de embalagens plasticas tem sido
impulsionada pela crescente demanda de alimentos de alta qualidade e
necessidade de aumento do tempo de prateleira (LICCIARDELLO, 2017). A
principal funcdo das embalagens é proteger e conservar o alimento, assegurando a
manutencdo das propriedades organolépticas e higiene mediante condi¢cdes
externas e internas. Sendo assim, as embalagens devem assegurar ou minimizar a
contaminagdo por microrganismos, a entrada de gases, vapor de agua, poeira,
minimizar impactos mecanicos, e outros (VITALE, et al.,, 2018; YOUSSEF, EL-
SAYED, 2018). A resolucdo 91 de 11 de maio de 2001 da Agéncia Nacional de
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Vigilancia Sanitaria (ANVISA), dispde que as embalagens em contato direto com os
alimentos devem ser fabricados de modo que ndo haja migracdo de componentes
indesejaveis, toxicos ou contaminantes para os alimentos. Caso haja migracao, as
proporc¢des ndo podem superar os limites maximos estabelecidos de migracéao total
ou especifica. A migracdo nao pode representar um risco para saude humana ou
ocasionar mudancas na composicAdo ou nhas caracteristicas sensoriais dos
alimentos (ANVISA N° 91/2001). Estas fun¢des possibilitam o aumento do prazo
de validade, minimizando a perda e desperdicio de produtos alimenticios (HAN, et
al., 2018).

Todas as funcdes de uma embalagem sao designadas para as embalagens
primarias, ou seja, aquelas que estdo em contato direto com o produto alimenticio,
como bandejas, garrafas, entre outras. Essas embalagens sdo comumente
encontradas nas residéncias de consumidores, pois sdo Uteis em atividades
domésticas (FERREIRA, ALVES, COELHOSO, 2016). O emprego de plasticos para
embalagens alimenticias esté relacionado ao seu baixo custo e suas propriedades
mecanicas desejaveis, destacando-se a flexibilidade, baixo peso, bom desempenho
mecanico e transparéncia (LICCIARDELLO, 2017). O ajuste dessas caracteristicas
permite a obtencdo de embalagens que mantém a permanéncia do frescor dos
alimentos por um tempo maior, evitando a presenca de contaminantes (FERREIRA,
ALVES, COELHOSO, 2016).

A elevada durabilidade das embalagens plasticas devido a resisténcia ao
ataque de bactérias (ROCHA, SOUZA, PRENTICE, 2018) e a falta de
biodegradabilidade tém proporcionado o acumulo de materiais plasticos no meio
ambiente. Esse efeito tem se tornado um grande problema ambiental (DILKES-
HOFFMAN, et al.,, 2018). Os plasticos ndo biodegradaveis estdo poluindo os
ambientes aquaticos e solos, interferindo na manutencédo da vida de animais. O
descarte inadequado desses geram problemas ambientais devido ao acimulo em
ecossistemas. Isso acontece em decorréncia da sua resisténcia a degradacao
microbiana (ROCHA, SOUZA, PRENTICE, 2018).

A dificuldade de reciclagem ou da reutilizagdo de embalagens plasticas para
alimentos estéo vinculados a presenca de varios tipos de contaminantes. A exemplo
de corantes, tintas de impressao, adesivos e, em diversos casos, contaminacao

organica, seja pela presenca de alimentos embalados em estado de decomposicéo
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ou nado (BRIASSOULIS, GIANNOULIS, 2018). Além disso, tratamentos
inadequados aplicados a estes residuos, como descarte em aterros e incineracao,
colocam em risco a saude humana e o meio ambiente (YOUSSEF, EL-SAYED,
2018).

A Fig. 2 apresenta uma projecdo do aumento do contetdo de plastico no
planeta para o ano de 2025, mediante o gerenciamento incorreto de materiais
plasticos, os quais sdo descartados no meio ambiente, aterros sanitarios ou
diretamente nos oceanos (RITCHIE, ROSER, 2018).

oo

Nodata 0% 0.1% 05% 1% 25% 5% 10% =20%
' | | —

Figura 2. Projecdo do aumento de consumo de plasticos para 2025 mediante ao lixo plastico mal
gerenciado
Fonte: RITCHIE, ROSER, (2018).

Novas informacdes aos consumidores possibilitam a conscientizacdo no
que diz respeito a reciclagem dos materiais plasticos. Além disso, ha crescente
busca pelo desenvolvimento de produtos ecologicamente corretos, que sejam
seguros e possuam baixa toxicidade para salude humana e meio ambiente
(LICCIARDELLO, 2017).

A crescente busca pelo desenvolvimento de embalagens de baixo custo,
por meio do uso de materiais renovaveis, tais como polissacarideos e proteinas

(BATISTA, et al.,, 2019). A utilizacdo de polissacarideos como a celulose € um
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exemplo. Jancy e colaboradores (2020) desenvolveram filmes reforcados com
nanoparticulas de celulose a partir da parte ndo comestivel da jaca (Artocarpus
heterophyllus) para producdo de embalagens. Para formacéo dos filmes, foram
utilizados é&lcool polivinilico, nanoparticulas de celulose e dleo essencial de
sementes de erva doce. Foram preparados 30 tipos de filmes e feito a otimizacéo
estatistica para escolha da melhor amostra. Em todas as amostras foram avaliadas
a resisténcia a tracdo, o alongamento até a ruptura, a atividade antioxidante e
atividade antimicrobiana contra E. coli. A andlise estatistica demonstrou que o filme
contendo 7% de alcool polivinilico, 5% de nanoparticulas de celulose e 0,6 mL/100
mL de 6leo essencial de semente de erva doce apresentou os melhores resultados,
com resisténcia a tracdo de 11,49 £ 0,18 MPa, alongamento até a ruptura de 118,21
+0,91%, atividade antioxidante de 42,81 + 0,71% e atividade antimicrobiana de 4,78
+ 0,03%. Os resultados apresentados foram superiores quando comparados aos
filmes de alcool polivinilico. As diversas caracteristicas apresentadas pelos filmes
permitiram aos autores concluirem que os filmes desenvolvidos neste trabalho séo
propicios para utilizacdo em embalagens para alimentos (JANCY, SHRUTHY,
PREETHA, 2020).

Os avancos na area de ciéncias dos materiais e o desejo de manufaturar
alimentos isentos de aditivos e que possuam maior durabilidade tem chamado
atencdo de pesquisadores. Estes buscam o desenvolvimento de embalagens
plasticas eficientes e biodegradaveis. Busca-se a producdo de embalagens
sustentaveis, que possam ter atividades antimicrobiana e anti-adesiva para evitar a
proliferacdo e adesao de bactérias, respectivamente. Ademais, procura-se reduzir
0s impactos ambientais gerados pelos plasticos ndo biodegradaveis (HAN, et al.,
2018; GARCIA, SHIN, KIM, 2018).

Para considerar a embalagem de um alimento como sustentavel, todas as
etapas do processo de sua producao precisam: i) fazer uso de matéria-prima a base
de materiais biodegradaveis (recursos renovaveis), tornando os recursos fésseis
dispensaveis no processo de producdo de plasticos; ii) a producédo deve empregar
processos quem requerem baixa demanda de energia e, ainda ndo promova
poluicédo; e iii) materiais que possam ser reciclados (LICCIARDELLO, 2017).

Nesta vertente, hidrogéis tém sido utilizados para o desenvolvimento de

embalagens de alimentos, visando o controle de umidade e aumento de
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durabilidade (BATISTA, et al., 2019). Em especial, hidrogéis a base de polimeros
naturais (polissacarideos e proteinas) tém sido considerados uma alternativa
promissora para a producdo de embalagens para alimentos, pois suas
caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradabilidade, possivel atividade
antimicrobiana e baixa citotoxicidade podem contribuir para o aumento da
durabilidade dos alimentos nas prateleiras. Além disso, a integracdo de hidrogéis
naturais em sistemas de embalagens constitui uma tecnologia alternativa e
promissora em termos de evolucao e preservacdo do meio ambiente, propiciando
melhorias na qualidade, seguranca e estabilidade dos alimentos e diminuindo os
impactos causados ao meio ambiente (BATISTA, et al., 2019).

As informagdes acima podem ser confirmadas pelo trabalho desenvolvido
por Bandyopadhyay e colaboradores (2019) com o desenvolvimento de filmes
(hidrogéis) a base de celulose bacteriana (BC) e goma guar (GG) modificados com
polivinilpirrolidona/carboximetilcelulose (PVP/CMC) para embalagem de amoras.
Foram desenvolvidos quatro tipos de filmes, sendo: filme PVP/CMC (50/50), filme
PVP/CMC/BC (50/25/25), filme PVP/CMC/GG (50/25/25) e o filme de
PVP/CMC/BC/GG (50/25/17/13). Todos os filmes foram preparados em 150 mL de
agua, incorporados com 1,5 mL de glicerol, 3 g de &gar e 1,5 g de polietileno glicol.
Os resultados demonstraram que o filme PVP/CMC/BC/GG apresentou melhores
propriedades de barreira contra vapor de agua, gas oxigénio e solubilidade em
agua. As propriedades mecanicas deste filme indicaram resisténcia a tracao de 25,9
+ 1,1 MPa, alongamento até a ruptura de 21 + 3% e adesividade de 0,01 N. Além
disso, o filme PVP/CMC/BC/GG, apresentou superficie mais hidrofébica, com
angulo de contato de 76,16° + 1,1 do lado superior e 46,4° £ 0,8 do lado inferior. Na
utilizacdo dos filmes para embalagem de amoras, verificou-se que os filmes
mantiveram a cor e a textura dos frutos por 15 dias. Os autores analisaram as
modificacdes estruturais nos filmes antes e ap6s embalar os amoras e verificaram
gue somente o filme de PVP/CM/GG apresentaram modificacdes em sua estrutura.
O conjunto destes resultados indicaram que o filme PVP/CMC/BC/GG apresentou
as melhores propriedades para utilizagdo em embalagens para alimentos
(BANDYOPADHYAY, et al., 2019).
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1.2HIDROGEIS

Os hidrogéis consistem em redes tridimensionais de cadeias poliméricas,
caracterizados pela grande capacidade de absor¢cédo de agua ou fluidos biologicos
sem que haja perda de sua estrutura 3D (BATISTA, et al., 2019; MAHINROOSTA,
et al.,, 2018). A capacidade de absor¢cdo de agua destes materiais deve-se aos
grupos funcionais hidrofilicos ligados as cadeias dos polimeros precursores, tais
como os grupos —NHz, —COOH, —OH, —CONH2, —OSOsH dentre outros (AHMED,
2015; ULLAH, et al., 2015). Quando intumescidos, a estrutura tridimensional é
baseada em duas fases, tais como a fase liquida (composta por agua) e a fase
sélida (constituida de polimeros ou misturas poliméricas) reticulada (BATISTA, et
al., 2019).

A formacéao dos hidrogéis decorre por meio do estabelecimento de ligacdes
quimicas ou interacdes fisicas. Em ligacdes quimicas, as cadeias do hidrogel séo
formadas por redes poliméricas organizadas e reticuladas, estando interligadas
umas as outras por meio de ligacdes covalentes, formando, geralmente estruturas
permanentes, estaveis e insollveis em agua. Os hidrogéis quimicos sdo melhores
mecanicamente, mas também sao frageis e geralmente irreversiveis (BATISTA, et
al., 2019; DA CRUZ, et al., 2020). A formacao de hidrogéis por ligacdes fisicas
acontece devido ao estabelecimento de interacdes eletrostaticas, ion-dipolo e
intermoleculares do tipo van der Waals, ligacées de hidrogénio e dipolo-dipolo que
ocorrem entre os seguimentos de cadeias poliméricas. No geral, hidrogéis fisicos
podem ser denominados de complexos polieletroliticos (PECs). Esses materiais sdo
formados pelo estabelecimento de interacfes eletrostaticas entre grupos de cargas
opostas em solucdo, como também por interagcdes intramoleculares e
intermoleculares entre polimeros com grupos ionizaveis de cargas opostas em
solucdo aquosa. Hidrogéis fisicos podem ter estruturas permanentes; entretanto,
essa caracteristica é dependente das condi¢des de pH, forga ibnica, temperatura,
dos precursores empregados na formacéo do hidrogel, bem como da metodologia
de preparo dos materiais. No entanto, hidrogéis fisicos geralmente apresentam
desvantagens como a deformacdo em partes pseudo plasticas, baixa forca
mecanica e estabilidade (OLIVEIRA, et al., 2020; OLIVEIRA, et al., 2019).
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Os hidrogéis podem apresentar caracteristicas interessantes tais como,
flexibilidade, permeabilidade, elasticidade, capacidade para intumescer, alta
condutividade ibnica, entre outras (ULLAH, et al., 2015). Estas caracteristicas
permitem a sua aplicagdo em inUmeras areas como, por exemplo, em sistemas de
liberacdo de farmacos (KIM, et al., 2019), na area ambiental (atuam como agentes
adsorventes) (RUFATO, et al., 2019), area biomédica (promovem regeneracéo e
reparacdo de tecidos) (CAMARA, et al., 2019), industria de alimentos (podem ser
utilizados como filmes para confeccao de embalagens (RAMBABU, et al., 2019), e
outras.

Nesta vertente, novas formas de producdo de embalagens estdo sendo
desenvolvidas a partir de materiais biodegradaveis, por meio de recursos
renovaveis que ndo sejam toxicos ao meio ambiente. Dentre estes materiais, 0s
polissacarideos tém tido énfase como matéria-prima, em virtude de sua abundancia
(WU, et al., 2018) e capacidade para formar filmes biodegradaveis (FERREIRA,
ALVES, COELHOSO, 2016).

1.3POLISSACARIDEOS E EMBALAGENS DE ALIMENTOS

Os polissacarideos sdo polimeros de carboidratos (HARVEY, FERRIER,
2012), sendo encontrados em abundancia no planeta Terra (NELSON, COX, 2016,
ORSUWAN, SOTHORNVIT, 2018). Por estarem presentes em inameros seres
vivos (SONG, SHANG, RATNER, 2012), podem ser extraidos de organismos, como
animais (quitina), plantas (amido, galactomananas, celulose e pectina), algas
(carragena, alginato), microrganismos (pullulan, goma gelana, goma xantana e
fucopol) (FERREIRA, ALVES, COELHOSO, 2016) dentre outros. Também
conhecido como glicanos, os polissacarideos geralmente possuem elevada massa
molar (> 20.000 Da), diferindo-se em relacdo ao comprimento de suas cadeias,
unidades repetitivas, no tipo de ligacdo que unem estas unidades, grau de
ramificacéo e tipo de cadeia lateral (NELSON, COX, 2016).

Em termos de cargas os polissacarideos séo classificados em catidnicos,
aniénicos e neutros. Essa classificacdo depende do tipo de grupo quimico lateral
presente na estrutura do polissacarideo. Grupos quimicos, tais como —NHz2, —OH, —

COOH e —CONHz2 séo suscetiveis a modificagdes quimicas, visando alteragdo de
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propriedades quimicas e fisicas das estruturas de polissacarideos (ROCHA,
SOUZA, PRETINCE, 2018; NESIC, SESLIJA, 2017). Polissacarideos também
recebem destaque nas industrias de cosmeéticos, medico-farmacéutica (como
agentes para curativos e carreadores de farmacos) e téxtil (producdo de
embalagens) (NESIC, SESLIJA, 2017).

ModificacBes quimicas de polissacarideos sao importantes. Por exemplo, a
desacetilagdo parcial da quitina na presenca de hidréxido de sodio leva a formagéo
da quitosana. A quitosana possui algumas vantagens interessantes em relagcéo a
quitina, tais como, solubilidade em solucbes aquosas de &cidos diluidos,
propriedades antimicrobianas, capacidade de atuar como ligante quelante sobre
ions metalicos e outras (FOLLMANN, et al., 2015; MARTINS, et al., 2014).

A existéncia de uma ampla gama de polissacarideos possibilita inimeras
aplicacoes tecnoldgicas, em diversas areas, especialmente no preparo de produtos
alimenticios. Na industria de alimentos, os polissacarideos podem ser utilizados
como espessantes (pectina, carragena, amido (NESIC, SESLIJA, 2017), celulose
(LU, et al., 2019), goma gelana (FERREIRA, ALVES, COELHOSO, 2016), pullulan
(SINGH, KAUR, KENNEDY, 2019) e alginato (QIN, et al., 2018)); estabilizantes
(pectina, alginato) (NESIC, SESLIJA, 2017), carragena (ROCHA, SOUZA,
PRENTICE, 2018), goma gelana (FERREIRA, ALVES, COELHOSO, 2016), pullulan
(SINGH, KAUR, KENNEDY, 2019) e celulose (LU, et al., 2019)) e emulsificantes
(carragena (FERREIRA, ALVES, COELHOSO, 2016), celulose (LU, et al., 2019),
pectina (NGOUEMAZONG, 2015) e goma arédbica (OZTURK, McCLEMENTS,
2016)).

Embalagens plasticas confeccionadas a base de polissacarideos podem
contribuir com propriedades importantes para o uso como embalagens alimenticias,
como propriedades antimicrobianas, antifangicas e impermeabilidade contra gases
Oz e CO: e biodegradabilidade (FERREIRA, ALVES, COELHOSO, 2016; ROCHA,
SOUZA, PRENTICE, 2018; WU et al., 2018). Entretanto, geralmente, a utilizacao de
polimeros naturais na producdo de filmes para embalagens alimenticias,
apresentam desvantagens. Por exemplo, promovem caracteristicas mecanicas
ruins, pois formam materiais frageis e quebradicos, bem como também apresentam

elevada permeabilidade a transferéncia de vapor de agua. Além de transpor essas
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deficiéncias, € necessario que os filmes alimenticios contenham transparéncia
Optica e estabilidade térmica (CAZON, et al., 2017).

Para a preparacéo de filmes biodegradaveis, inicialmente o polissacarideo
deve ser dissolvido ou disperso em um solvente apropriado (agua, alcool, mistura
de solventes, dentre outros). Normalmente, o aquecimento da solucéo resultante,
bem como o ajuste do valor de pH do sistema podem facilitar o preparo de solu¢cbes
poliméricas contendo plastificantes e agentes antimicrobianos. A solucdo formadora
de filme é moldada e seca em temperatura e umidade relativa previamente
estabelecidas para obtencéo de filmes via método casting (CAZON, et al., 2017).

Filmes biodegradaveis para embalagens alimenticias contendo agentes
antimicrobianos podem proporcionar aos alimentos maior prazo de validade e
durabilidade. Destacamos o aumento da viabilidade promovida sobre alimentos
pereciveis. Além disso, 0s agentes antimicrobianos influenciam nas propriedades
dos filmes, tais como, propriedades mecanicas (resisténcia a tracao e elasticidade)
e na permeabilidade a gases e vapor de dgua (KHANEGHAH, HASHEMI, LIMBO,
2018).

Os agentes plastificantes em filmes biodegradaveis geralmente promovem
diminuicdo das forcas intermoleculares existentes entre as cadeias poliméricas,
aumentando a flexibilidade do sistema. O aumento da flexibilidade, diminui a
fragilidade do filme, possibilitando melhor manuseio (VIEIRA, et al., 2011). Além de
modificar o moddulo de elasticidade e outras propriedades mecanicas, 0s
plastificantes alteram a permeabilidade a vapores de agua e gases (HAN, 2014).
Dentre os plastificantes utilizados, destacam-se os polidis, como o glicerol
(CIANNAMEA, et al., 2018; PRIYARDASHI, KUMAR, NEGI, 2018; CAZON,
VAZQUEZ, VELAZQUEZ, 2018, CAZON, VAZQUEZ, VELAZQUEZ, 2019), sorbitol
(FARHAN, NANI, 2017; KUMAR, GHOSHAL, GOYAL, 2019), xilitol (LI, et al., 2018),
e outros.

A contribuicdo dos agentes plastificantes em filmes biodegradaveis pode
ser confirmada no trabalho desenvolvido por Priyadarshi e colaboradores (2018),
em que utilizaram acido citrico (reticulante a 2,0% m/v) e glicerol (1,0% m/V) em
solugdes de quitosana (2,0% m/V) preparadas em solugéo de acido acético (1,0%
v/v). O proposito foi desenvolver embalagens alimenticias para prolongar a vida util

de pimentas verdes. A presenca de glicerol no filme reticulado promoveu uma maior
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transparéncia, reducdo de 5,5% na transmissdo de vapor de agua e reducédo de
29% na permeabilidade ao vapor de agua. A incorporacdo do glicerol elevou a
flexibilidade do filme em 12 vezes, mas promoveu reducao de 82% na resisténcia a
tracdo do material. O filme reticulado com glicerol também apresentou maior
estabilidade térmica e propriedade antioxidante, quando comparado ao filme de
quitosana puro. O filme de quitosana reticulado e incorporado com glicerol
promoveu aumento do tempo de vida util de pimentas verdes em até 7 dias
(PRIYADARSHI, KUMAR, NEGI, 2018).

Outros materiais podem ser incorporados aos filmes para proporcionar
melhores propriedades mecanicas e uma barreira contra transmisséo de agua (WU,
et al., 2018). Destacam-se extratos naturais a base de cranberry, mirtilo, beterraba,
roma, orégano, pitaya, uvas (LOZANO-NAVARRO, et al., 2017) e manga (ADILAH,
JAMILAH, HANANI, 2018), bem como nanomateriais (nanoparticulas metalicas,
nanofibras, nanotubos de carbono, e outros) (KUSWANDI, MORADI, 2019).
Lozano-Navarro e colaboradores (2017) empregaram diversos extratos naturais
(cranberry, mirtilo, beterraba, roma, orégano, pitaya e uvas) em filmes de amido e
quitosana, com o objetivo de promover propriedades antimicrobianas e antifangicas
ao material final. Os extratos promoveram melhorias na atividade antimicrobiana
contra bactérias Coliformes (Gram-negativa) e fungos (Penicillium notatum,
Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus) em comparacao aos filmes puros (sem
adicao de extratos) (LOZANO-NAVARRO, et al., 2017).

1.4GLICEROL COMO AGENTE PLASTIFICANTE

O glicerol (GLI) € um composto organico (propano-1,2,3-triol) de formula
molecular C3HgO3 pertencente ao grupo dos polidis (Fig. 3). Estruturalmente,
consiste em uma cadeia composta por trés atomos de carbono com um grupo
hidroxila ligado a cada atomo de carbono (Fig. 3) (DICK, et al., 2015; TAN, AZIZ,
AROUA, 2013). O GLI é um liguido incolor, inodoro, higroscopico, viscoso e
promove baixa citotoxicidade para seres humanos e meio ambiente. Apresenta
ponto de fusdo (18 °C), ponto de ebulicdo (290 °C) e ponto de fulgor (177 °C). Na
temperatura de 25 °C e 1 atm, o GLI (peso molecular de 92,09 g mol?) apresenta
densidade de 1,261 g cm~3e viscosidade de 1,5 Pa.s (TAN, AZIZ, AROUA, 2013).
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OH
HO OH

Figura 3. Estrutura quimica do glicerol
Fonte: Autoria prépria.

Por ser citocompativel e biodegradavel, o GLI proporciona beneficios
importantes, sendo utilizado em mais de duas mil aplicacdes diferentes. Destacam-
se aplicacbes na area farmacéutica (producdo de medicamentos e plastificantes
para cipsulas de medicamentos), area cosmética (produtos para pele e cabelo),
industria de alimentos e bebidas (atuando como solvente, adocante e agente
conservante) (TAN, AZIZ, AROUA, 2013). Além destas aplicacbes, algumas
caracteristicas do GLI, como sua solubilidade em agua, baixo peso molecular,
estrutura polar e ndo-volatilidade tornam esta substancia apropriada para utilizacéo
como plastificante (DICK, et al., 2015). A aplicacdo do GLI como plastificante tem
proporcionado melhorias nas propriedades mecanicas de filmes biodegradaveis
constituidos por polissacarideos, reduzindo a coesdo na rede do filme,
enfraquecendo as forcas intermoleculares entre as cadeias poliméricas e reduzindo
a energia necessaria para fornecer mobilidade a estrutura do filme (CAZON, et al.,
2017; GONCALVES, et al., 2019).

Os plastificantes sao fluidos de baixo peso molecular e baixa volatilidade,
gue possuem capacidade para realizar interacbes com as cadeias dos materiais
poliméricos na estrutura dos filmes (GONCALVES et al., 2019). A presenca de
grupos polares (-OH) na cadeia dos plastificantes promove a substituicdo das
interacBes polimero-polimero por interacbes de ligacbes de hidrogénio entre
plastificante-polimero nos filmes (YANG, PAULSON, 2000). Esse efeito pode
aumentar a elasticidade do material final, pois o glicerol atua como um agente
espacador de cadeias poliméricas.

As interacbes plastificante-polimero propiciam modificacbes nas
propriedades dos filmes, seja pelo aumento da flexibilidade, elasticidade
(PRIYADARSHI, KUMAR, NEGI, 2018), efeito protetor contra radiagdo ultravioleta
(CAZON, VAZQUEZ, VELAZQUEZ, 2018), barreira contra permeacéo de vapores
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de agua e gases (CIANNAMEA, et al., 2018) e melhoria das propriedades
mecanicas e outras (CAZON, et al., 2017; DOMINGUEZ, et al., 2018, SUDERMAN,
et al.,, 2018). Nesse panorama, a aplicacdo do GLI em filmes a base de
polissacarideos, visando o0 preparo de embalagens alimenticias tém sido
amplamente requisitada em virtude dos beneficios promovidos aos filmes (CAZON,
VAZQUEZ, VELAZQUEZ, 2019).

A presenca do GLI nos filmes pode modular as propriedades mecanicas do
material. Este efeito decorre devido a molécula de GLI ser pequena quando
comparada as cadeias poliméricas. Assim, este plastificante é capaz de penetrar
entre as cadeias enfraguecendo as interacbes entre espécies poliméricas
promovendo aumento de flexibilidade (SUDERMAN, ISA, SARBON, 2018). As
propriedades mecéanicas sao parametros importantes na producao de embalagens
para alimentos, pois boa resisténcia mecanica garante integridade ao material final
durante o transporte, manuseio e armazenamento (CAZON, VAZQUEZ,
VELAZQUEZ, 2018). O desempenho de filmes depende de parametros como
resisténcia a tracao, porcentagem de alongamento até a ruptura, natureza dos
componentes presentes na estrutura do filme, metodologia de preparo, condicdes
de processamento, e outras (CAZON, VAZQUEZ, VELAZQUEZ, 2019). Todos
esses fatores podem ser modulados com base no uso de um agente plastificante.

Outras propriedades como a barreira a vapor de agua, gases e radiacédo
ultravioleta s@o aspectos fundamentais utilizados para determinar o prazo de
validade de um filme quando utilizado em embalagens alimenticias. A radiacéo
ultravioleta é a principal responsavel por oxidar os lipidios presentes em alimentos.
A oxidacdo promove degradacgdo do alimento, levando a formacéo de aldeidos e
cetonas de baixo peso molecular que promovem o surgimento de sabores e odores
indesejaveis, diminuindo o tempo de vida util de alimentos embalados (CAZON,
VAZQUEZ, VELAZQUEZ, 2019).

As propriedades opticas de filmes estéo relacionadas ao tipo de plastificante
e a sua concentragdo no material. Para o GLI, 0 aumento de sua propor¢cao na
matriz do material acarreta em um aumento da transmissao de luz ultravioleta e luz
visivel, pelo fato do GLI geralmente reduzir a compactagdo da matriz do filme,
propiciando maior transmisséo de luz. O GLI aumenta a transparéncia dos filmes,
modificando o indice de refracdo do material (SUDERMAN, ISA, SARBON, 2018).
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Além das propriedades promovidas pelo uso do GLI como agente
plastificante, a escolha dos polissacarideos que irdo compor a estrutura do filme
também deve influenciar nas propriedades dos materiais biodegradaveis obtidos
(ROCHA, et al.,, 2018). Dentre os polissacarideos utilizados junto ao GLI em
embalagens para alimentos, destacam-se o alginato (AZIZ, et al., 2018), kappa-
carragena (FARHAN, HANI, 2017), celulose (CAZON, VAZQUEZ, VELAZQUEZ,
2018; CAZON, VAZQUEZ, VELAZQUEZ, 2019), quitosana (LAVORGNA, et al.,
2010, LOZANNO-NAVARRO, et al., 2016, PRIYARDASHI, KUMAR, NEGI, 2018,
RIAZ, et al., 2018) e pectina (BIERHALZ, SILVA, KIECKBUSCH, 2012; SARTORI,
et al., 2018).

1.5QUITOSANA E PECTINA: PRODUCAO DE FILMES

A quitosana (QT) é um polissacarideo produzido principalmente por meio
da reacdo de desacetilacdo alcalina da quitina (0 segundo polissacarideo mais
abundante da natureza), por meio da remocéo de proteinas, hidrolisando os grupos
N-acetil randomicamente (TENTOR, et al., 2017; RAMBABU, et al., 2019). A quitina
€ extraida do exoesqueleto de artropodes (moluscos, crustaceos), esqueletos de
insetos e paredes celulares de fungos e leveduras (FERREIRA, et al., 2016;
ROCHA, SOUZA, PRENTICE, 2018). A QT é classificada como um polissacarideo
linear, de estrutura catibnica, composto por unidades p-glucosamina e N-acetil-D-
glucosamina interligadas por ligagdes glicosidicas p(1—4) (Fig. 4) (RIAZ, et al.,
2018).
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Figura 4. Estrutura quimica da quitosana (unidades desacetiladas).
Fonte: Autoria prépria.

A QT apresenta inumeras propriedades, como por exemplo, baixa
toxicidade, biodegradabilidade, citocompatibilidade, propriedades antimicrobianas,
antioxidante e permeabilidade aos gases O2 e CO: (CAZON, et al., 2017,
ANSORENA, et al., 2017; ROCHA, SOUZA, PRENTICE, 2018). Essas propriedades
oferecem protecao contra contaminantes e deterioracdo microbiana, prolongando a
validade e qualidade dos alimentos (MARTINEZ-CAMACHO, et al., 2010). Portanto,
a QT possui propriedades atrativas que a torna propicia para aplicacdo em
embalagem para alimentos (PRIYADARSHI, KUMAR, NEGI, 2018).

Apesar de suas propriedades Unicas e numerosas vantagens, os filmes de
QT exibem propriedades mecéanicas inadequadas para producdo de embalagens.
Além disso, sdo altamente permedaveis ao vapor de agua, (ANSORENA, et al.,
2017). Essas propriedades prejudicam sua aplicacdo em embalagens alimenticias,
pois um controle efetivo de umidade é uma propriedade essencial para preservacao
(CAZON, et al., 2017; ROCHA, SOUZA, PRENTICE, 2018; SONI, et al., 2018).
Nesse contexto, a QT deve ser associada a outros materiais para transpor essas
limitacées (FERREIRA, ALVES, COELHOSO, 2016; CAZON, et al., 2017).

Outro polissacarideo que tem recebido destaque na producao de filmes é a
pectina (PT). A PT é um polissacarideo anionico, de estrutura complexa, composta
por unidades lineares de acido D-galacturbnico (65%) interligados por ligacdes
glicosidicas a(1—4) parcialmente O-metoxiladas (Fig. 5) (MARTINS, et al., 2018a;
TENTOR, et al., 2017). As cadeias lineares do acido p-galacturénico apresentam

grupos laterais complexos, classificados em homogalacturonano (HG),
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ramnogalacturonano-l (RG 1), ramnogalacturonano-Il (RG 1l), xilogalacturonano
(XG) e arabinogalactano (AG) (Fig. 5) (TENTOR, et al., 2017; FACCHI, et al., 2017).

HG RGI RGIl XG AG
J ' I () Cadeia ! ' '
.(. lateral B

Q0! Cadeia lateral A
v I .
OH
{O Acido p-Galacturénico O L-Ramnose . * A-dph: @ o-Xilose
o Ester O-acetil O e T—— () b-Apiose ‘ L-Galactose

O Acido L-acérico @ **A-doo
O Fucose [ Acido o-Glucurdnico
Borato

o Ester O-metilico OO s

* A-dph: acido 3-desoxi-D-lyxo-2-heptulosarico
** A-dDo: acido-3-desoxi-D-mano-2-octulosénico

Figura 5. Estrutura da pectina.
Fonte: FACCHI et al., (2017) (com adaptac6es).

A PT é um componente estrutural das paredes celulares das plantas, sendo
encontrada em sementes, raizes, flores, folhas e frutos. A PT fornece resisténcia
mecanica as plantas, principalmente em arvores frutiferas (laranjeiras, limoeiros e
macieiras) (FACCHI, et al., 2017). Similarmente a QT, a PT apresenta algumas
propriedades que a possibilita seu uso para producdo de embalagens
biodegradaveis para alimentos. Destacam-se as propriedades de permeabilidade a
gases, biodegradabilidade, baixa toxicidade e citocompatibilidade (CAZON, et al.,
2017; NISAR, et al., 2018). Apesar de suas propriedades benéficas, filmes de PT
nao apresentam atividade microbiana e, também possuem elevada permeabilidade
ao vapor de agua (CAZON, et al., 2017).

Uma alternativa viavel para transpor essas limitagbes foi apresentada
recentemente pelo nosso grupo de pesquisa, o qual desenvolveu uma nova
metodologia para criar filmes duraveis e resistentes a base de PT e QT (MARTINS,
et al., 2018a; MARTINS, et al., 2018b). Foi reportado, que a combinacdo de PT e



439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471

25

QT (sem uso de plastificante) promoveu formacao de filmes estaveis e resistentes
(MARTINS, et al., 2018a). Para isso, Martins e colaboradores (2018a)
desenvolveram filmes de PT e QT por meio de interagfes eletrostaticas (complexos
polieletroliticos), alterando as proporc¢des dos polissacarideos precursores na matriz
do material. Martins e colaboradores (2018a) obtiveram altos rendimentos de
complexacdo (até 93%), demonstrando que o excesso de PT (67%) propiciou
melhores resultados quanto a durabilidade, citocompatibilidade, resisténcia a tracdo
(27 MPa) e ainda capacidade para promover adesao, proliferacao e espalhamento
de células tronco do tecido adiposo em sua superficie (MARTINS, et al., 2018a). No

entanto, os filmes obtidos apresentaram baixa elasticidade (e < 2%).

1.6 MATERIAIS FiSICOS DE PECTINA/QUITOSANA E APLICACOES

Hidrogéis fisicos sdo comumente denominados de (PECs), sendo obtidos
por meio de interacdes ibnicas e intermoleculares entre pares de polimeros (um
polication e um polianion) em solugdo aquosa. As interagdes eletrostaticas ocorrem
entre grupos de cargas opostas em meio aquoso (MARTINS, et al., 2018b).
Condicdes de pH, temperatura, densidade de carga, forca idnica, tipo de polimero
usado para o preparo de PECs e outras condi¢des influenciam nas propriedades
dos materiais fisicos. Busca-se obter PECs estaveis e duraveis que possam ser
aplicados como agentes adsorventes (RUFATO, et al., 2019), sistemas carreadores
de farmacos (BUENO, et al., 2015), agentes cicatrizantes com aplicacdo na area de
engenharia de tecidos (MARTINS, et al., 2018b) e outras. Nesta faceta, destacam-
se os PECs obtidos por meio da associacado de solugbes aquosas de PT e QT
(MARTINS, et al., 2018a; MARTINS, et al., 2018b; MACIEL, YOSHIDA, FRANCO,
2015).

As interacdes decorrentes para formacgao de PECs a base de PT/QT estéo
relacionadas as interacdes eletrostaticas entre 0s grupos amino ionizados da
quitosana (—NHs*) e os grupos de &cido carboxilico ionizados na pectina (—-COO").
Além disso, a presenca de grupos funcionais polares (tais como —OH) em ambos
polissacarideos torna possivel o estabelecimento de intera¢cfes intermoleculares de
ligacdo de hidrogénio entre os polimeros (LUO, WANG, 2014; MACIEL, YOSHIDA,
FRANCO, 2015).
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Ha relatos da producéo de filmes e membranas a base de PT e QT
(YOUNIS, ZHAO, 2019; KOWALONEK, 2017; TSAI, et al., 2014). Na maioria dos
casos, os filmes foram preparados com excesso de QT na composigao final do
material, partindo-se de PT com baixo grau de O-metoxilagdo. As membranas e
filmes obtidos ndo apresentaram propriedades mecanicas adequadas (2,0 MPa de
resisténcia a tracdo) (TSAI, et al.,, 2014) e, normalmente foram dissolvidos
rapidamente quando inseridos em agua (CHEN, et al., 2010). A elevada efetividade
das interacOes eletrostaticas entre as cadeias de QT e PT promove materiais
guebradicos. Dois artigos publicados recentemente pelo nosso grupo de pesquisa,
evidenciaram que filmes de PT e QT preparados com excesso de pectina (com grau
de O-metoxilacdo elevado, 56%) podem apresentar resisténcia a tracdo de até 39
MPa (MARTINS, et al.,, 2018a). O elevado grau de O-metoxilagdo diminui a
efetividade das interacGes eletrostaticas na estrutura do filme, aumentando a
resisténcia. Além disso, esse efeito aumentou a durabilidade dos filmes contra
processos de dissolugcdo, uma vez que a pectina com elevado grau de O-
metoxilacao possui menor solubilidade aquosa em relacao a pectina de baixo grau
de O-metoxilacéo.

Ndo h& estudos prévios descrevendo a utilizagdo de embalagens
biodegradaveis para alimentos constituidas por filmes de PT e QT incorporadas com
0 agente plastificante GLI. Tripathi e colaboradores (2010) prepararam filmes de
pectina/quitosana/alcool polivinilico para aplicacdo em embalagens de alimentos.
Os autores nao reportaram sobre as propriedades mecéanicas dos filmes; porém,
testes antimicrobianos indicaram acdo dos filmes contra Eschericchia coli,
Staphylococcus aureus, Bacilus subtilis e o fungo Candida albicans. Esses
resultados indicam que esses filmes possuem potencial para serem utilizados como
embalagens para alimentos (TRIPATHI, MEHROTRA, DUTRA, 2010). No entanto,
a desvantagem é o alto valor comercial do polimero sintético alcool polivinilico.

Assim, esse estudo busca associar o GLI em filmes de PT e QT ja obtidos
por nosso grupo de pesquisa, visando o preparo de filmes estaveis, flexiveis e
resistentes, para garantir a integridade dos alimentos e sua utilizagdo como
embalagens alimenticias. Os filmes foram formados mantendo a concentracdo de

PT e QT (razdo massa/massa de PT/QT = 67/23) fixas e alterando a concentracao
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de GLI no filme. Pela primeira vez, filmes de PT/QT/GLI serdo preparados e

utilizados como embalagens biodegradaveis para alimentos.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter hidrogéis fisicos na forma de filmes a partir de polissacarideos naturais
(pectina/quitosana) incorporados com o agente plastificante.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar os materiais por meio de microscopia eletrénica de varredura (SEM),
andlise térmica (TGA/DTG), espectroscopia de fotoelétrons de raios-X (XPS),
medidas de propriedades mecéanicas (resisténcia a tracdo e modulo de elasticidade)
e medidas de angulo de contato.

e Avaliar a capacidade antimicrobiana dos filmes;

e Avaliar a citotoxicidade dos filmes;

e Realizar estudos de propriedades de barreira a vapor de agua, gas oxigénio e a
luz UV-Vis;

e Propor uma nova embalagem plastica;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

A pectina (PT) GENU® de massa molar de 190 x 10°g mol~* com grau de
O-metoxilacdo de 56% foi extraida da casca de laranja e gentilmente doada pela
empresa CP Kelco Brasil (Limeira — SP, Brasil). Quitosana (QT) com massa molar
de 87 x 10° g mol? e grau de desacetilacdo 85% foi adquirida da Golden-Shell
Biochemical (China). Glicerol (99%, GLlI) foi obtido da Sigma-Aldrich (Brasil).

3.2PREPARO DOS FILMES

Solucbes de PT e QT (1,0% m/v) foram preparadas separadamente em
solucdo aquosa de HCI (0,10 mol L) por 10 min a 60 °C. Blendas de PT/QT/GLI
foram obtidas a 60 °C pela adi¢do de aliquotas de GLI em uma mistura de PT/QT
(30 mL), mantendo a concentracdo de PT em 67% (v/v) na blenda PT/QT. Apos
adicao do GLI, o sistema foi mantido em agitacdo por mais 5 min. O teor de GLI (%
massa) foi calculado considerando a massa total (0,30 g) de polissacarideos em 30
mL de blenda PT/QT (Tabela 1).

Tabela 1. Condicdes experimentais utilizadas no preparo dos filmes.

Filmes* Solucéo de Pectina (mL)** GLI (% m)

FA5 e FD5 20 5,0
FA10 e FD10 20 10
FA15 e FD15 20 15
FA20 e FD20 20 20
FA25 e FD25 20 25
FA30 e FD30 20 30
FA35 e FD35 20 35
FA40 e FD40 20 40

*FA = filme ndo lavado; FD = filme lavado.

**\/olume da solugéo de pectina (1,0 m/v) usado para preparar a blenda pectina/quitosana.
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Apo6s 5 min, as blendas PT/QT/GLI (60 °C) foram adicionadas em placa de
Petri (placa esférica com dimenséo de 85 x 10 mm) e alocadas em estufa a 35 °C
por 24 h. Posteriormente, os filmes produzidos foram removidos das placas de Petri
e adicionados em agua deionizada (200 mL) a 25 °C para promover a lavagem dos
mesmos. Os filmes lavados foram rotulados nesse estudo como FDX, onde X indica
o teor de GLI (%) na blenda PT/QT (Tabela 1). O processo de lavagem decorreu
por um periodo de 8 h, realizando a troca da agua deionizada (200 mL) a cada 1 h,
até que o pH da agua de lavagem estivesse na faixa de 5,0 a 5,5. Apos lavagem,
os filmes foram secos em estufa por 24 h a 35 °C. Filmes n&o lavados também foram
obtidos, sendo esses rotulados como FAX (X = teor (%) de GLI na blenda PT/QT
(Tabela 1).

3.3CARACTERIZACAO

3.3.1 Medidas das Propriedades Mecanicas

Para determinar as espessuras dos filmes (amostras com dimensdes de 50
x 25 mm) foi utilizado um micrémetro digital (modelo ZAAS). A obtencdo do
resultado médio da espessura foi realizada por meio de cinco medi¢cdes na area
total de cada amostra (50 x 25 mm). Para analisar as propriedades mecanicas, em
especifico, a resisténcia a tragado (o), o alongamento (¢%) até a ruptura do filme,
bem como obter curvas de o em funcédo de €%, foi utilizado um texturémetro
MicroSystems, modelo TATX2i Surrey (Inglaterra). As medidas foram realizadas
conforme 0 método ASTM-D882-02 (ASTM, 2002). Para isso, as amostras (50 x 25
mm), a principio, foram alocadas em uma solu¢éo saturada de Mg(NQOs)2 a 25 + 2°C
por 48 h e umidade relativa de 53 + 2%. A velocidade de realizag&o do teste foi
regulada para 0,83 mm s (célula de carga de 50 kg) com distancia inicial de 30
mm entre as algas. O estabelecimento dos pardmetros o (MPa) e € (%) decorreram
por meio de cinco repeticbes. As medidas das propriedades mecéanicas foram

realizadas na Universidade Estadual de Londrina (UEL).

3.3.2 Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por Raio-X
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A analise quimica da superficie dos filmes de PEC/QT/GLI foi conduzida por
um Espectrébmetro Eletrénico PHI-5800 (Chanhassen, MN). A obtencdo dos
espectros decorreu por uma fonte de raios X monocromatica Al de radiacdo Ka (hu
= 1486,6 eV) juntamente com um analisador hemisférico e um detector multicanal.
Os espectros de alta resolucao foram obtidos com um analisador, operando sob as
seguintes condicdes: energia de passagem de 23,5 eV, passos de 0,1 eV, ponto de
raio-X de 800 um e angulo de retirada de fotoelétrons ajustado para 45°. As curvas
espectrais foram ajustadas por meio do programa Origin 8.5. A altura de cada pico
foi ajustada, preservando respectivamente a sua posi¢cao, a sua metade maxima de
largura (fwhm) e porcentagem de funcédo Gaussiana fixos (ROMERO, et al., 2015).
Essa andlise foi realizada na Colorado State University (CSU, USA).

3.3.3 Medidas de Angulo de Contato

Medidas do éangulo de contato das superficies dos filmes foram
determinadas por meio do método da gota séssil, utilizando um goniébmetro de
angulo de contato Kriiss DAS 10 (Hamburgo, Alemanha) equipado com captura de
video. Para isso, uma gota de agua foi depositada na superficie dos filmes e
imagens capturadas em intervalos de zero e 10 min apds o contato da goticula de
agua com a superficie. Os valores de angulo de contato foram monitorados em um
intervalo de 10 min por meio de um software de imagem DAS 10. Em cada
superficie, foram realizadas trés medidas de angulo de contato em regides distintas.
Essa andlise foi realizada na Colorado State University (CSU, USA).

3.3.4 Andlise Termogravimétrica

Analise termogravimétrica (TGA) foi realizada por meio de um analisador
termogravimétrico Shimadzu TGA-50 (Japéo). O TGA foi operado nas seguintes
condicGes: taxa de aquecimento de 10 °C min=t, fluxo de arg6nio de 50 mL min~t e

faixa de temperatura de 25 a 600 °C.
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3.3.5. Microscopia Eletronica de Varredura

A morfologia dos filmes foi investigada por meio da técnica de microscopia
eletrbnica de varredura (SEM), utilizando um microscopio eletrénico de varredura
JSM-6500F, JEOL (Japédo) operando a 5 kV. Inicialmente, as amostras foram
revestidas com uma fina camada de ouro-paladio a uma espessura de 10 nm (10 —
15 mA, sob vacuo de 130m Torr) para propiciar a visualizacado das imagens SEM.

Essa analise foi realizada na Colorado State University (CSU, USA).

3.4ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Células tronco do tecido adiposo humano (células ADSC) foram cultivadas
em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) com 10% de soro fetal bovino
e 1,0% de penicilina/estreptomicina a 37 °C e 5% de CO2. Antes de semear as
células de passagem dois, discos de 8,0 mm de cada filme foi fixado com fitas de
carbono sobre discos de Teflon (8,0 mm). Em seguida, essas amostras foram
esterilizadas com éxido de etileno através de um processo de alquilacdo a 40 °C
durante 120 min. Esse processo foi realizado por G&S esterilizacédo e produtos de
saude (Maringd, Brasil) (TENTOR, et al., 2017). A citotoxicidade dos filmes sobre
células ADSC foi determinada utilizando um kit de ensaio de citotoxicidade de
lactato desidrogenase (LDH) disponivel comercialmente.

O kit de citotoxicidade LDH (Thermo Scientific, USA) é um método
colorimétrico utilizado para quantificar a citotoxicidade. A LDH €& uma enzima
citosolica presente em diferentes tipos de células. A LDH extracelular no meio pode
ser quantificada por meio da ocorréncia de uma reacao enziméatica acoplada. A LDH
catalisa a conversdo de lactato em piruvato via reducdo de NAD* em NADH. O
NADH participa diretamente na reducdo do sal de tetrazélio (INT) em vermelho de
formazan. O vermelho de formazan pode ser quantificado por medidas de UV-Vis
em 490 nm. A concentracdo do vermelho de formazan é diretamente proporcional
a concentracdo de LDH liberada no meio (atividade de LDH). A presenca de LDH é
um indicativo de citotoxicidade.

As células ADSC (15000 células/pogo) foram cultivadas em placas de 48

pocos na presenca dos filmes, poliestireno (PS, filme de 8,0 mm, controle negativo),
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e Triton X (controle positivo, solucéo 1,0 vol. %). Apos 24 h de incubacéo, a atividade
de LDH liberada no meio de cultura foi determinada pela transferéncia de 100 uL do
meio para uma nova placa de 96 pocos. Entéo, procedeu-se a adi¢cao de 100 uL da
mistura de reacéo (96% vol/vol da solucdo tampao do kit LDH, 1,0% vol/vol NAD*,
1,0%, vol/vol de acido lactico, 1,0 % vol/vol do sal INT e 1,0% vol/vol LDH diaforase)
ao meio de cultura (100 pL) para quantificar a LDH liberada das células ADSC
devido a acdo citotoxica das amostras. Apdés 30 min de incubacgéo (temperatura
ambiente), a absorbancia da mistura (200 ulL) foi medida (490 nm) em um
espectrofotometro de placas para determinar a atividade de LDH (PIERCE LDH
CYTOTOXICITY ASSAY KIT 88953). A citotoxicidade (%) das amostras foi

calculada por meio da Equacéo 1.

Citotoxicidade (%) = (LDHa -LDHe)/(LDHt — LDHe) x 100 (Eq. 1)

onde, LDHa = atividade de LDH promovida pelos filmes, LDHe = atividade de LDH
espontanea que ocorre na presenca de PS, LDHt = atividade de LDH méaxima
promovida pelo controle Triton X na concentracdo 1,0 vol%. Essa andlise foi

realizada na Colorado State University (CSU, USA) com n = 5.

3.5ENSAIO ANTIMICROBIANO

3.5.1 Microrganismo Utilizado e Condicdes de Crescimento

Os ensaios antimicrobianos foram realizados utilizando cultivos recentes
dos isolados de Escherichia coli (Gram negativa - ATCC 25922) em caldo BHI (Brain
Heart Infusion), obtidos apds incubacéo (24 h) a 37 °C. Para realizacéo dos testes,
a densidade celular foi padronizada em tubos esterilizados contendo solucéo salina
(0,85% mlv), até a concentracdo predita de 0,5 na escala de McFarland
(concentracdo de 1,0 x 108 UFC ml). Antes dos ensaios, as amostras foram

esterilizadas como relatado na Seg¢é&o anterior.
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3.5.2 Ensaio Antimicrobiano via Método Disco-Difuséao

O ensaio foi realizado de acordo com as normas de CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) (CLSI, 2012). O meio de cultura utilizado foi o agar
Mueller-Hinton (MHA, pH 7,4) (Sigma Aldrich). A suspenséo de E. coli foi semeada
com a ajuda de “swabs” esterilizados sobre a superficie de placas de Petri (placa
esférica com dimensdo de 85 x 10 mm) contendo o meio de cultura. Sobre a
superficie do meio inoculado, foram depositados discos (6,0 mm) dos filmes (n = 3)

em triplicata. Todas as placas foram incubadas por 24 h a 37 °C.

3.5.3 Ensaio de Adeséo e Proliferacao de E. coli

Os ensaios foram realizados conforme descrito por Martins e colaboradores
(MARTINS et al., 2020) com modifica¢des. Suspensédo (500 uL) de E. Coli (ATCC
25922) na concentracéo de 1,0 x 108 UFC ml ! cultivada em MHA (37 °C por 24 h)
foi adicionado sobre discos (6,0 mm) dos filmes fixados em discos de poliestireno
(6,0 mm) com auxilio de fitas de carbono em uma placa de 48 pogos. Apds 24 h de
contato, as amostras foram removidas da placa de 48 pocos e fixadas para analise
em microscopia eletrénica de varredura (SEM JSM-6500F), como relatado na Secéo
3.3.2. As amostras foram fixadas com uma solucéo de glutaraldeido a 3% (Sigma)
contendo cacodilato de sédio 0,10 mol L (Sigma) e sacarose 0,10 mol.L™) por 45
min em temperatura ambiente. Apds, as amostras foram lavadas com agua
deionizada, esterilizadas, congeladas e liofilizadas. Imagens SEM das superficies
dos filmes foram obtidas a 5 kV para analise da morfologia celular da E. coli aderida
sobre os filmes. Foram consideradas trés amostras (n = 3) para cada filme. Ensaios

com discos de poliestireno foram usados como controle.
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3.6 PROPRIEDADES DE BARREIRA

3.6.1 Permeabilidade

Para a analise de taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA) e taxa
de permeabilidade ao oxigénio (TPO2) foram determinadas com os filmes FA40 e
FD15 (amostras cortadas em dimensdes 5,0 x 5,0 cm). A TPVA foi medida em um
equipamento PERMATRAN, modelo W3/31, fabricado pela MOCON e pertencente
a Amcor Flexibles Latin America. A andlise foi realizada segundo a norma ASTM
F1249-90 (Standard Test Methods for Water Vapor Transmission Rate Through
Plastic Film and Sheeting Using a Modulated Infrared Sensor) (ASTM F1249-90,
2001). Este ensaio foi realizado a 23 °C e 90% de umidade relativa, com padrao de
calibracdo de 5,21 g(m?/dia). A TPVA das amostras foi corrigida para condi¢ao de
37 °C e 90% de umidade relativa.

A TPO2 foi medida em um equipamento Oxtran da MOCON Inc. pertencente
a Amcor Flexibles Latin America. Este aparelho é acoplado um sensor coulométrico
para detectar a transmissao de oxigénio através dos filmes. A TPO: foi determinada
de acordo com o método descrito na norma ASTM D3985-02 (Standard Test
Methods for Oxygen Gas Transmission Rate Through Plastic Film and Sheeting
Using a Coulometric Sensor) (ASTM D3985-02, 2001). O ensaio foi realizado a 23

°C e 0% de umidade relativa para o oxigénio e para o gas de arraste.

3.6.2 Propriedade de Barreira a Luz

Os filmes FA15, FA40, FD15 e FD40 (1,0 x 1,0 cm) foram submetidos a
analise de propriedade de barreira a luz na regido de 190 a 2500 nm. O teste foi
realizado em um espectrofotdmetro (Perkin Elmer, Lambda 750) no modo
absorbancia. Os valores de porcentagem de transparéncia a 600 nm foram

utilizados para calcular a transparéncia dos filmes por meio da Equagéo 2.

Transparéncia = log % Teoo / X (Eq. 2)
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onde %Tsoo indica a porcentagem de transmitancia a 600 nm e X a

espessura do filme (mm). Este teste foi realizado em duplicata.

3.7 APLICACAO COMO EMBALAGEM PARA ALIMENTOS

Um filme (15 x 8 cm) da amostra FA40 foi usado como embalagem para
tomates-cerejas. Um teste controle também foi realizado com o policroleto de vinila
(PVC). O PVC se trate de um filme comercial usado como embalagem de tomates.
Antes de embalar os tomates com os filmes FA40 e PVC, os mesmos foram lavados,
secos e cortados ao meio. Os ensaios foram realizados em duas temperaturas (25
e 4 °C). Os tomates foram mantidos em embalagens a base dos filmes FA40 e PVC
por um periodo de 18 dias. Imagens digitais dos sistemas foram obtidas a cada 24
h.

3.8ESTATISTICA
Os resultados foram analisados estatisticamente por meio de ANOVA e

teste Tukey, utilizando o Software Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,

USA) a um nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PROPRIEDADES MECANICAS

A resisténcia a tragcdo consiste na tensdo méaxima suportada pelo filme antes
de seu rompimento (CAZON, et al., 2017), enquanto, o alongamento até a ruptura
reflete o grau de flexibilidade do material antes de sua ruptura (GONCALVES, et al.,
2019). As Figs. 6 e 7 apresentam os resultados dos valores médios de resisténcia

a tracdo (o) e alongamento até a ruptura (¢%), bem como curvas de tensao versus

deformacgéo de uma replicata de cada filme.
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(* indica p < 0,05).

Al

o N S
& & S
(D)
_ - T
x T
'_i T ﬁ T - T -_

S P O o D S ®
C T o @

e resultados de ¢% (Figs. 6C e 6D) dos
Diferencas significativas estéo indicadas



779

778

779
780
781
782
783
784

37

75 75
5 FAS5 S FD5
= 60 £ 60
o (=]
19 b
s 45 s 45
1.1 ]
-2 30 .g 30
5 . &
.‘g 15 % 15
@ ° @
o 0 - oc o
1 T T 1 | | T 1
5 10 15 20 0 10 15 20
€(%) € (%)
_75 _75
& FA15| £ FD15
= 604 = 60+
!8 lg
g 45 S 45 .
1] il
-8 30 € 30
<§ <5
15 2 154 .
[+] D
o o o o o
1 T T 1 T L] T 1
5 10 15 20 0 10 15 20
(%) g (%)
=75 =13
s FA30 & FD30
= 60+ = 60-
ag Q
On '8,
£ 45- s 45
s o
© . = i
= 30 g 30
<@
2 154 % 15
‘n ﬂ )
<] o
x 04 2 T 0 T T T
0 10 15 20 0 5 10 15 20
€ (%) € (%)
75 _75
& FA40 & FD40
£ 60 =
Q (=]
10 T
g 454 g
e =
©
-2 30 =
c =
<@ @
[+] D
o o
0 T T g T T
0 10 15 20 10 15 20

€ (%)

€ (%)
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de GLI.

Como esperado, a mudanca do teor de GLI nas blendas alterou
significativamente os valores de resisténcia a tragédo (o) dos filmes. ApGs o processo
de lavagem, os valores médios de resisténcia a tracdo aumentaram de 27 MPa
(FA5) para 41 MPa (FD5), 26 MPa (FA10) para 38 MPa (FD10), 29 MPa (FA15)
para 55 MPa (FD15), 28 MPa (FA20) para 43 MPa (FD20), 11 MPa (FA30) para 50
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MPa (FD30) e 8 MPa (FA40) para 49 (MPa). No entanto, o aumento do teor de GLI
(faixa de 5 a 20%) nao alterou significativamente a resisténcia a tracao dos filmes
nao lavados. Possivelmente, esse efeito pode estar relacionado ao baixo teor de
GLI em relacdo a massa de polissacarideos. Entretanto, nos filmes com 30 e 40%
de GLI, houve uma reducdo significativa da resisténcia a tracdo (p < 0,05). Nessas
concentraces o GLI atuou como um agente plastificante na matriz dos filmes.

Apos lavagem houve um aumento significativo da resisténcia a tracdo nas
amostras com teor de GLI a partir de 5% (p < 0,05). A lavagem dos filmes deve
promover remocao parcial do GLI das matrizes dos filmes. Portanto, o GLI ndo atuou
como um agente plastificante apds a lavagem das amostras. Esse efeito resultou
em filmes com maior resisténcia a tragcdo quando comparados aos filmes néo
lavados. A remocéo parcial do GLI das matrizes dos filmes pode ser justificada pela
maior resisténcia a tracdo dos filmes contendo GLI em relagcédo ao filme puro sem
GLI (Fig. 6B). Entdo, apds lavagem, provavelmente o conteddo de GLI
remanescente na matriz dos filmes intensifica a ocorréncia de interacoes,
aumentando a resisténcia a tracdo. De fato, deve ocorrer reorganizacdo estrutural
das cadeias poliméricas ap0s lavagem. Esse efeito ainda sera melhor investigado.
Com base nos resultados de resisténcia a tracdo dos filmes lavados, parece que o
GLI remanescente ajudou a estabilizar os segmentos de cadeia de PT e QT,
aumentando a efetividade de interagao no sistema. A caracteriza¢ao dos filmes por
meio de medidas de angulo de contato, XPS e TGA ajudara a entender o que de
fato ocorre com as matrizes dos filmes apOs o processo de lavagem.

O alongamento até a ruptura (%) reflete o grau de flexibilidade do material
antes de sua ruptura (GONCALVES, et al., 2019). Os valores médios de £% estéo
apresentados nas Figs. 6C e 6D. Esses resultados estdo em acordo com o0s
resultados de resisténcia a tracao. Ou seja, a insercdo de GLI aumentou levemente
os valores de €% dos filmes FA quando comparado ao filme obtido sem GLI
(amostra FAO, Fig. 6C). Todavia, a partir da incorporacao de 30 e 40% de GLI, houve
uma elevagéo significativa nos valores de €%, sendo 12% para o filme FA30 e 19%
para o filme FA40 (p < 0,05). Nos filmes néo lavados, conteudos de GLI de 30 e
40% promovem enfraquecimento das interagdes entre as macromoléculas PT e QT,
aumentando o alongamento na ruptura e diminuindo a resisténcia a tragdo das
amostras (efeito do plastificante) (PRIYADARSHI, KUMAR, NEGI, 2018).
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Esse efeito também é observado nos filmes FD; porém nao houve diferenca
significativa nos valores médios de €% das amostras contendo GLI, mesmo em
concentracfes baixas (5%). Esse efeito deve estar relacionado a parcial remocéao
do GLI das matrizes dos filmes. Os valores de €% dos filmes contendo GLI foram
significativamente diferentes (p < 0,05) apenas em relacdo a amostra sem GLI (filme
FDO).

Os resultados das propriedades mecanicas deste trabalho foram melhores
em comparacao a outros materiais. Filmes constituido de PT de maca, QT, acido
citrico, GLI e tween 80 foram obtidos, usando &cido citrico como agente reticulante
(YOUNIS, ZHAO, 2019). Filmes com resisténcia a tracdo entre 22 e 44 MPa com
alongamento até a ruptura de 1,0 a 6,5% foram obtidos e aplicados como
embalagens para alimentos (YOUNIS, ZHAO, 2019). Nesse estudo, os filmes
apresentaram valores médios de resisténcia a tracdo na faixa de 8 a 55 MPa e
alongamento até a ruptura na faixa de 2,0 a 19%. Além disso, é digno de destaque
nesse estudo, que ndo houve a incorporacdo de agentes tensoativos e agentes

reticulantes toxicos nas matrizes dos filmes PT/QT incorporados com GLI.

4.2 ESPECTROSCOPIA DE FOTOELETRONS DE RAIOS-X

A composicdo quimica da superficie dos filmes foi caracterizada por meio
de XPS. Espectros XPS (survey) estdo apresentados na Fig. 8. Todos os espectros
XPS mostram presenca de picos caracteristicos referentes aos elementos oxigénio
(Ol1ls em 533 eV), nitrogénio (N1s em 397-401 eV) e carbono (Cls 284-289 eV).
Esses elementos estdo presentes nas estruturas quimicas da PT, QT e GLI. Em
relacdo a composicao quimica de cada amostra, a presenca de cloro (Cl2p =198 e
199 eV) na superficie das amostras ndo lavadas esté relacionada ao uso de HCI
0,10 mol L* no preparo das blendas. No entanto, destacamos que mesmo sem
lavar, o contetdo de CI2p é baixo (entre 0,5 e 1,0%, Fig. 8). O excesso de HCl usado
no preparo das blendas deve evaporar no processo de secagem e, por isso, 0
conteudo de CI2p é baixo na superficie dos filmes n&o lavados. Apos lavagem, o
HCI residual é removido dos filmes, pois os espectros XPS n&o indicam presenca
de picos CI2p (Fig. 8). Esse fato confirma a eficacia do processo de lavagem dos

filmes. Devido ao baixo teor de CI2p identificado na superficie dos filmes nao
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Figura 8. Espectros XPS (survey) das superficies dos filmes nédo lavados (FA) e lavados (FD)
contendo diferentes contetidos de GLI.
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Observou-se uma maior variagdo do conteudo de N1s na superficie dos
filmes FA, variando de 2,6 a 8,4% (Fig. 8). A concentracdo de nitrogénio presente
na superficie das amostras pode variar mediante a regido do filme que foi analisada.
Enfatizamos que a proporcdo de QT utilizada no preparo dos filmes foi constante
para todas as amostras (33% em relacdo ao conteudo de PT). Os espectros XPS
dos filmes FD também indicaram alterac&o no conteudo de N1s (3,2 a 4,8%, Fig. 8).
Porém, a variacdo no teor de N1s foi menor. O processo de lavagem deve
reorganizar as cadeias dos materiais para configuracées mais estaveis, alterando o
conteudo de QT na superficie dos filmes para valores proximos de 3,0 e 5,0%. O
efeito de reorganizacéo estrutural sera confirmado por meio da analise TGA. Nas
superficies dos filmes FA, os contetdos de Cls e O1s foram similares, sendo C1s
entre 64,8 e 69,2% e O1s entre 26,4 e 29,2%. Esse efeito € explicado uma vez que
PT, QT e GLI sdo majoritariamente constituidos por carbono e oxigénio. Depois da
lavagem, os conteudos de Cls e Ols também sé&o alterados. A porcentagem de
C1s na superficie dos filmes lavados variou entre 68,4 e 74,3%, enquanto a de O1s
alterou entre 19,6 e 28,3%.

Recentemente, mostramos que o filme puro PT/QT (filme lavado e obtido na
razdo 67/23 m/m) apresentou teor Cls = 71,5%, Ols = 23,9% e N1s = 3,7%
(Martins, et al., 2018a). Com base nos resultados de XPS, ndo podemos afirmar
que parte do GLI esta realmente presente na superficie dos filmes apos lavagem.
No entanto, as alteracdes das propriedades mecanicas, indicam que sim, ou seja,
qgue o GLI pode estar presente na matriz dos filmes lavados. Assim, pequena
guantidade do GLI deve permanecer na estrutura dos filmes lavados.
Comparativamente, o teor C1s aumentou, enquanto o O1s diminuiu apés a lavagem
dos filmes. Esse efeito se deve a remoc¢do do GLI na superficie dos filmes apds o
processo de lavagem. A andlise dos espectros de XPS de alta resolucdo do

envelope C1s ratifica esse resultado (Fig. 9).
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Os espectros na Fig. 9 mostram a presenca de grupos quimicos
caracteristicos relacionados as estruturas dos polissacarideos precursores e do
GLI. Destacam-se picos das ligacbes —-C-C e —C—H (regiao de 283,8 a 285,6 eV),
—C-O0 (regiao de 285,3 a 287,3 eV), —C=0 (regiao de 286,8 a 288,5 eV), e -COOH
(regido de 287,0 a 288,9 eV). Os picos XPS foram atribuidos de acordo com
trabalhos publicados recentemente pelo nosso grupo de pesquisa (MARTINS, et al.,
2018a; OLIVEIRA, et al., 2019).

Nos espectros XPS de alta resolugéo das amostras nao lavadas observou-
se aumento da intensidade do pico atribuido as ligacées —C—O devido ao aumento
do teor de GLI nos filmes. Esse efeito é evidente a partir da concentracédo de 20%
(Fig. 9). Apos lavagem, esse comportamento é desfeito. No geral, a intensidade do
sinal atribuido as ligagdes —C—O diminui apés lavagem, indicando remocédo do GLI
da superficie dos filmes (Fig. 9). O perfil dos envelopes nas amostras FD30 e FD40
sdo diferentes em relacdo aos demais. Observou-se sobreposicdo de sinais
referente aos grupos quimicos —-COOH e —C=0 (Fig. 9). Esse efeito certamente esta
relacionado ao processo de lavagem e, consequente reorganizacao estrutural da

matriz polimérica.

4.3MEDIDAS DE ANGULO DE CONTATO

Medidas de angulo de contato realizadas nas superficies dos filmes
contendo (15, 30 e 40% de GLI) foram avaliadas para compreender o efeito da
adicao do plastificante sobre a propriedade de molhabilidade. A Tabela 2 apresenta
as medidas de angulo de contato realizadas nas superficies dos filmes FA e FD
apos 0 e 10 min de contato. Considerando as amostras FA, o aumento da
concentracdo de GLI promoveu maior hidrofilicidade aos filmes. Apés 10 min, o
angulo de contato medido foi de 72° (FA15), 63° (FA30) e 50° (FA40). A presenca
de GLI aumenta a molhabilidade da superficie, uma vez que o GLI apresenta grupos
—OH polares, que interagem com moléculas de agua via interacdes de ligacao de
hidrogénio (XU, et al., 2019). A molhabilidade da superficie influencia diretamente

nas interacdes que podem ser estabelecidas com microrganismos (HANANI, 2018).
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Tabela 2. Medidas de angulo de contato realizadas pela adicdo de uma gota de 4gua na superficie
dos filmes FA e FD (t = 10 min).

Amostra Angulo (tomin) Angulo (t1omin)
FA15 107+6° 72+4°
FA30 93+10° 63+2°
FA40 112+8° 50+3°
FD15 109+7° 89+8°
FD30 93+4° 78+5°
FD40 95+2° 77+4°

Com relacdo as amostras FD, apds 10 min, observou-se valores de angulos
de contato de 89° (FD15), 78° (FD30) e 77° (FD40). A partir da amostra FD15, os
angulos de contato medidos sobre as superficies dos filmes FD foram maiores em
comparacao com os valores obtidos nas superficies das amostras FA. A lavagem
altera significativamente as propriedades dos filmes. No caso das amostras FD15,
FD30 e FD40 a lavagem parece favorecer a ocorréncia de interagcbes no material.
O aumento da efetividade das interacdes promove valores de angulo de contato
maiores, tornando a absorgéo de 4gua mais lenta. Esse resultado concorda com as
medidas de resisténcia a tracdo ja apresentadas (Secao 4.1), as quais indicaram
elevados valores de o (faixa de 48 a 55 MPa) para os filmes FD15, FD30 e FD40.
A lavagem dos filmes deve promover uma reorganizacao estrutural das cadeias de
PT, QT e GLI nos materiais, alterando completamente a molhabilidade das
superficies dos filmes. Filmes mais compactos devem levar um maior tempo para
adsorver a gota de agua. Assim, os filmes FD15, FD30 e FD40 apresentaram
aumento de angulo de contato apds lavagem. Esse resultado também concorda
com os dados de XPS, que possivelmente, indicaram a remocdo do GLI da
superficie dos filmes apds lavagem. As medidas de angulo de contato nos filmes
lavados foram similares aos valores de angulo de contato estimados sobre a
superficie do filme puro lavado (FDO) de PT/QT (97° ap6ést=0min e 79° apOs t =
10 min) (MARTINS, et al., 2018a). Esse resultado confirma realmente que o GLI foi
removido da superficie dos filmes apds lavagem.

Os valores de angulo de contato apresentados na Tabela 2 séo ratificados

por meio da andlise das imagens digitais apresentadas na Fig. 10. As imagens
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digitais das superficies dos filmes obtidas ap6s contato com uma gota de agua em
diferentes intervalos de tempo (t = 0 e 10 min). Visualmente, constatou 0 aumento
do angulo de contato nas superficies das amostras FD15, FD30, FD40 em relac&o
as amostras FA15, FA30, FA40.
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Figura 10. Imagens digitais das superficies dos filmes apds o contato com uma gota de dgua em
diferentes tempos (t = 0 e 10 min).

Superficies hidrofilicas como deste trabalho, foram obtidas por Siracusa e
colaboradores (2018) ao produzirem filmes a base de Oleo essencial de citral,
alginato e PT para aplicacdo em embalagens para alimentos. Os filmes foram
preparados pelo mesmo método reportado neste estudo. Foram preparados trés
tipos de amostras (filme puro de 2,0% m/m de alginato de sédio; filme puro de 2,0%
m/m de PT; filme composto pela mistura de 1,0% (m/m) de alginato de sodio e 1,0%
m/m de PT). Para cada formulag&o foram adicionados 1,5% m/m de glicerol e 0,2%
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m/m de Tween® 20. Diferentes contetdos de 6leo essencial de citral (0, 0,15 e 0,3%)
(m/m) foram incorporados nas amostras. Os resultados de angulo de contato
apresentaram um alto carater hidrofilico, variando o angulo de contato entre 35° e
49°. Os autores observaram que a incorporacdo do Oleo essencial de citral
proporcionou angulos de contato maiores, em decorréncia de sua natureza
hidrofébica. Desta forma, o Oleo essencial de citral diminui a molhabilidade dos
filmes (SIRACUSA, et al., 2018).

O carater hidrofilico de filmes utilizados para embalagens alimenticias
também foi observado no trabalho de Norcino e colaboradores (2018), em que
desenvolveram filmes de PT e QT por meio de reticulacao iébnica. Foram preparados
filmes puros de PT e QT e, também, filmes QT/PT em propor¢do massica de 75/25,
50/50 e 25/75. Medidas de angulo de contato foram obtidas ap6s 1 min. Todos os
filmes apresentaram caracteristica hidrofilica. Os valores dos angulos de contato
dos filmes puros foram de aproximadamente 85° para o filme de PT e 64° para o
filme de QT. Os filmes QT/PT apresentaram angulos de contato de 74°, 87° e 88°
nas razbes 75/25, 50/50 e 25/75, respectivamente. Os autores concluiram que estes
materiais podem ser utilizados como carreadores de medicamentos e embalagens
para produtos agricolas e alimentares (NORCINO, et al., 2018). Certamente, a
molhabilidade da superficie de um filme é um parametro importante que deve

influenciar na aplicagcdo de embalagem de alimentos.

4.4 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

Os resultados de analise termogravimétrica (TGA/DTG) dos polimeros
precursores QT (po6) e um filme de PT puro ndo lavado e sem glicerol, glicerol puro,
dos filmes FA15 e FA40 (amostras ndo-lavadas) e filmes FD15 e FD40 (amostras
lavadas) sdo mostrados na Fig. 11. Os precursores QT e PT exibiram trés eventos
principais nas curvas TGA/DTG (SOUTO-MAIOR et al., 2010; GORRASI; BUGATTI,
VITTORIA, 2012). O primeiro evento (entre 40 e 152 °C) corresponde a perda de
agua e compostos volateis. O segundo evento (entre 152 a 450 °C) é referente a
degradacédo das cadeias poliméricas (decomposicdo pirolitica). O terceiro evento

(entre 450 a 600 °C) esta associado a degradacdo de subprodutos (MARTINS, et
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al., 2018b). O GLI apresentou um evento de degradacéo caracteristico em 225 °C,
0 qual corresponde a sua vaporizacao (DICK, et al., 2015; LECETA, et a., 2013).

—PT
—ar —— Glicerol
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Figura 11. Curvas TGA/DTG: QT (p0) e filme de PT puro ndo-lavado e sem GLI, GLI puro, filmes
nao lavados e lavados com 15 e 40% de GLI.

As curvas TGA/DTG dos filmes néo lavados (FA15 e FA40) e lavados (FD15
e FD40) indicam um evento térmico referente a perda de agua e componentes
volateis. O contetdo de 4gua e materiais volateis foram similares (16 a 20%, Fig.
11). No entanto, os filmes FD15 e FD40, apresentaram maior estabilidade térmica
em relacdo aos filmes FA15 e FA40. O segundo evento térmico, atribuido a
degradacéao dos filmes ocorrem deslocados para maiores temperaturas nas curvas
TGA dos filmes lavados (219 °C para o filme FA15, 248 °C para o filme FD15, 214
°C para o filme FA40 e 250 °C para o filme FD40, Fig. 11). No caso da amostra
FA40, observou-se um evento em 234 °C que deve ser atribuido a presenca de GLI

na amostra.
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Estes resultados corroboram com os dados obtidos nos ensaios
mecanicos. O aumento de estabilidade térmica nas amostras FD15 e FD40 se deve
areorganizacéo estrutural das cadeias de PT, QT e GLI nos filmes. A reorganizacédo
intensifica a ocorréncia de interacfes intermoleculares nas amostras apds o
processo de lavagem. Esse efeito aumenta a resisténcia a tracdo das amostras.

Os resultados de analise termogravimétrica reportados neste trabalho foram
comparados com o trabalho desenvolvido por Martins e colaboradores (2018) em
gue confeccionaram filmes de PT e QT variando a razdo PT/QT nas blendas
poliméricas (50/50, 67/33 e 74/26) sem adicdo de um agente plastificante. Os
resultados de andlise termogravimétrica mostraram que os filmes ndo lavados
apresentaram eventos de degradacéo em torno de 235 °C, e as amostras lavadas
em 253 °C (MARTINS, et al., 2018b). Comparando a temperatura dos filmes néo
lavados (filmes PT/QT puro e filmes FA15 e FA40), a presenca de GLI diminuiu a
estabilidade térmica dos filmes nédo lavados em 16 °C (FA15) e 21 °C (FA40),
mostrando que o GLI promove reducgéo nas temperaturas de degradagcao conforme
0 aumento de sua concentragdo. Para as amostras lavadas (filmes de PT/QT puro
e filmes FD15 e FD40), os eventos de degradacdo ocorreram em temperaturas
proximas (diferenca de apenas 2 °C entre os filmes PT/QT puro (FDO) e FD40 e,
diferenca de 5 °C entre as amostras FDO e FD15). Essa diferenca entre as
temperaturas de degradacado pode ser devido a presenca de GLI residual na matriz
dos filmes lavados e consequente reorganizacdo estrutural da matriz polimérica.

A reducdo da estabilidade térmica promovida pela adicdo do GLI foi
observada também no trabalho de Xu e colaboradores (2019) em que
desenvolveram filmes de QT e hemicelulose, reforcados com diferentes proporc¢des
de nanofibras de celulose (5, 10, 15 e 20%) para aplicacdo em embalagens para
alimentos. Trés tipos de plastificantes (glicerol, sorbitol e xilitol) foram incorporados
na matriz dos filmes na proporgcédo 10, 20, 30 e 40%. Os resultados de TGA
evidenciaram que o filme sem GLI apresentou evento de degradacédo em 169 °C,
enguanto os filmes com GLI, apresentaram eventos de degradacéo em 146 °C (filme
com 20% de GLI), 142 °C (filme com 30% de GLI) e 139 °C (filme com 40% de GLI).
A adicdo do GLI ocasionou uma tendéncia na diminuicédo da estabilidade térmica do
material quando comparado ao filme sem GLI (XU, et al., 2019). Um aumento de 30

para 40% na concentracdo de GLI diminui a estabilidade térmica do filme em apenas



1047
1048
1049
102
1052
1053
1054
1055
1056
1057
1058
1059
1060
1061
1062
1063
1064
1065
1066
1067
1068
1069
1070
1071
1072
1073
1074
1075

53

3 °C. Portanto, os resultados desse estudo estdo em acordo com os dados
reportados por Xu e colaboradores (2019). No entanto, esse efeito depende do

sistema polimérico investigado, bem como do contetdo de GLI adicionado ao meio.

4.5MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A Fig. 12 mostra imagens SEM das superficies dos filmes secos (nédo
lavados e lavados) contendo GLI. Foram obtidos filmes com superficies
homogéneas e compactas, corroborando com os resultados de analise mecanica.
Esse comportamento ja foi observado em filmes de PT/QT sem a presenca de GLI
(MARTINS, et al., 2018). Além disso, a morfologia das superficies ndo indica a
presenca de poros e irregularidades, mesmo apos a lavagem dos materiais (Fig.
12). A incorporacao do GLI também néo alterou a morfologia das superficies.

Caracteristicas similares a superficies dos filmes deste trabalho foram
reportadas por Maciel e colaboradores (2015) em que desenvolveram complexos
polieletroliticos de PT/QT para aplicar como indicadores de pH. Antocianina (0,25
g) foi adicionada na suspenséo de QT, para a preparacao do filme. As imagens SEM
mostraram que os filmes possuem superficies lisas, homogéneas e sem poros.
(MACIEL, YOSHIDA, FRANCO, 2015). Entretanto, outros autores obtiveram filmes
com excesso de PT com irregularidades na superficie e sem a presenca de poros,
como foi reportado por Baron e colaboradores (2017) ao desenvolverem filmes de
PT/QT/GLI modificando a relacédo de peso PT/QT na faixa de 100/0, 75/25, 50/50,
25/75 e 0/100. A concentragdo de GLI utilizada foi de 0,2% m/m (BARON, et al.,
2017). Esse presente estudo mostra o desenvolvimento de filmes com excesso de
PT na matriz dos materiais. Obteve-se filmes estaveis, sem a presenca de
irregularidades. Estas caracteristicas sdo importantes para utilizacdo deste material
para embalagens alimenticias, pois podem proteger o alimento durante o seu
transporte e manuseio, como também auxiliar na preservacdo do mesmo contra

agua, oxigénio e outros tipos de contaminantes.
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1079 Figura 12. Imagens SEM dos filmes n&o lavados e lavados de PT/QT contendo diferentes
concentragdes de GLI (imagens obtidas na ampliagdo 1000x e escala 10 um).
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4.6 CITOTOXICIDADE DOS FILMES

O ensaio de citotoxicidade foi determinado por meio da liberacdo de LDH
das células. Esta enzima soluvel € encontrada no citoplasma, sendo liberada da
estrutura celular apés perda da integridade da membrana. A LDH atua como um
marcador da integridade fisica da membrana celular (MARTINS, et al., 2018a). A
citotoxicidade (%) das amostras € normalizada com base nos resultados
promovidos por dois controles, sendo o PS (controle negativo) e o Triton X (solucéo
aguosa a 1,0 vol%, controle positivo). Durante o teste de citotoxicidade, algumas
células morrem mesmo sem estar em contato com o agente citotoxico. Por isso, um
experimento controle com PS foi realizado para verificar a liberagdo espontanea de
LDH a partir de células que morrem sem acdo de um agente citotoéxico no meio. A
utiizacdo do PS como controle positivo se deve a sua reconhecida
citocompatibilidade (RAMIN, et al., 2019). Como controle negativo, as células foram
tratadas com Triton X por propiciar a liberacdo do contetdo total de LDH. O Triton
causa permeabilidade das células, promovendo a morte das mesmas (MARTINS,
et al., 2018a).

A citotoxicidade dos filmes FA15, FD15, FD20 e FA40 foi investigada sobre
células ADSCs (células tronco do tecido adiposo humano) apés 24 h, utilizando o
teste LDH (Fig. 13). Estes filmes foram selecionados por apresentarem maior (%)
(amostra FA40) e (o) (amostras FD15 e FD20). No caso da amostra FD15 (ap0s
lavagem) sua citotoxicidade foi comparada com a amostra FA15. Os filmes, FA15,
FD15, FD20 e FA40 promoveram citotoxicidade de 3,49, 3,03, 0,38 e 5,50,
respectivamente (p > 0,95).
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Figura 13. Resultados de citotoxicidade (%) sobre células tronco do tecido adiposo (ADSCs) apos
24 h de incubacéo determinados pelo teste LDH.

Todas as amostras foram consideradas citocompativeis para as células
ADSCs. A baixa citotoxicidade das amostras pode ser justificada devido a
similaridade na estrutura, que os filmes a base de polissacarideos apresentam em
relacdo a matriz extracelular (ECM), que é composta por glicosaminoglicanos,
proteoglicanos e proteinas. A ECM media as interacfes entre as células e o
material, atuando em eventos importantes, tais como na fixagcdo de células na
superficie de materiais, na proliferacdo, orientacdo e diferenciacao celular
(MARTINS, et al., 2018a).

Destacamos que mesmo os filmes ndo lavados apresentaram
citocompatibilidade. Esse efeito se deve a baixa concentracdo residual de HCI nos
filmes. Esse fato foi confirmado por meio da analise XPS. Outro fator que também
deve ter contribuido para esse resultado, é o fato do teste de citotoxicidade ter sido
realizado em um meio de cultura liquido, cujo pH € préximo de 7,0. O meio pode
ajudar na neutralizacdo do HCI remanescente nas matrizes dos filmes. Via método
LDH, mostramos recentemente que filmes puros de PT/QT possuem
citocompatibilidade sobre células ADSC (MARTINS, et al., 2018a).

Outros pesquisadores avaliaram a citotoxicidade de filmes por meio do teste
LDH. Pandele e colaboradores (2014) desenvolveram filmes a base de oxido de
grafeno/QT/alcool polivinilico. Para o preparo dos filmes foi utilizada uma razao
QT/PVA 50/50 m/m. Diferentes contetdos de 6xido de grafeno foram incorporados
nas amostras (0,5, 1,0, 2,5 e 6,0%). O potencial citotoxico dos filmes foi avaliado

sobre células de osteoblastos por meio do kit LDH. Os meios de cultura foram
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colhidos em 2, 4 e 7 dias ap0s a semeadura. Os resultados demonstraram que
filmes com 6,0% de 6xido de grafeno apresentaram maior citocompatibilidade em
comparacao com as outras amostras nos dias respectivos de analise (PANDELE,
et al., 2014). Os resultados de citotoxicidade dos filmes FA e FD demonstraram que
esses materiais podem ser utilizados para embalagens alimenticias, porque nao

possuem potencial citotéxico.

4.7ENSAIO ANTIMICROBIANO VIA METODO DISCO-DIFUSAO

Com base nos resultados de propriedades mecéanicas (amostra FA40
apresentou maior ¢ (19%), enquanto o filme FD15 mostrou maior o (55 MPa)) e
citocompatibilidade, optamos por escolher o filme FD15 e FA40 para estudos
posteriores. Os mesmos foram submetidos a testes antimicrobianos contra E. coli.
A escolha desta bactéria patogénica esta vinculada a sua acdo na contaminacéo de
produtos alimenticios (SIRIPATRAWAN, VITCHAYAKITTI, 2016) e intoxicagéo
alimentar (MOSTAFA, et al., 2018). E bem conhecido que a QT apresenta atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Esta
caracteristica esta interligada ao seu mecanismo de acédo, envolvendo interacdes
eletrostaticas com a parede celular bacteriana e constituintes citoplasmaticos
(DUAN, et al., 2019).

O efeito inibitério sobre o crescimento de bactérias E. coli (Gram-negativa)
foi investigado apos 6 e 24 h de contato (Fig. 14). Os resultados mostram que nao
houve a formacao de halos de inibi¢cdo. Desta forma, ndo houve a difusdo de ions
HsO* (remanescente do HCI) e de QT a partir dos filmes. Por outro lado, destaca-
se gue nao houve crescimento de E. coli sobre a amostra FA40, enquanto sobre a
FD15, a E. coli recobriu totalmente a superficie do filme. Esse resultado indica que
a superficie do filme FA40 pode promover efeito anti-adesivo sobre a E. coli. Esse

efeito ainda sera melhor investigado.
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FA40 (6 h) FA4 (24 h)

Figura 14. Imagens digitais das placas de cultura de E. coli contendo discos (6,0 mm) dos filmes
FA40 e FD15, apos 6 e 24 h de incubagéo a 37 °C (pH 7,4).

A variacdo de um componente com caracteristica antimicrobiana, como a
QT, pode promover melhores resultados antimicrobianos, como demonstrada por
Soni e colaboradores (2018) em que avaliaram as atividades antimicrobianas via
método disco-difusdo em bactérias Salmonella entérica, E. coli O157:H7 e Listeria
monocytogenes, por meio de filmes biocompostos de QT/TEMPO (radical 2,2,6,6-
tetrametilpiperidina-1-oxila) variando suas proporcdes, respectivamente (100/0,
85/15 e 75/25). Estes filmes foram incorporados com sorbitol (25%) e nanofibras de

celulose (0, 15 e 25%). Os resultados antimicrobianos comprovaram que a
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proporcdo QT (100/0) apresentou maior atividade antimicrobiana contra todas as
linhagens bacterianas, devido a maior concentracao de grupos —NHs* presente na

amostra em pHs menores que 6,3 (SONI, et al., 2018).

4.8ENSAIO DE ADESAO E PROLIFERAGAO DE BACTERIAS

Além do ensaio antimicrobiano via método disco-difuséo, os filmes FA15 e
FD40 foram submetidos ao ensaio antimicrobiano de ades&o e proliferacéo.
Imagens SEM mostram (ap6s 24 h de contato) que ndo ocorre adesao de células
E. coli com morfologia regular na superficie do filme FA40 apés este tempo (Fig.
15). Por outro lado, na superficie do filme FD15, células E. coli com estrutura regular
encontram-se aderidas a superficie. No entanto, as células E. coli estdo agregadas
em algumas regifes da superficie. Esse resultado sugere que o filme FA40
apresenta atividade antiadesiva sobre a E. coli, enquanto o filme FD15 néao
apresenta tal propriedade. Esse efeito corrobora com o resultado apresentado na
Secdao anterior. O PS foi escolhido como controle negativo por ndo possuir atividade
antimicrobiana e antiadesiva, sendo também utilizado como embalagens
alimenticias (MARTINS, et al., 2020). Em comparacdo ao PS, os filmes FA40 e
FD15 nado apresentam atividade antiadesiva e bactericida, pois células E. Coli com
morfologia regular recobrem totalmente a superficie do PS ap6s 24 h (Fig. 15).
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1197 Figura 15. Imagens SEM do filme nédo lavado (FA40) e lavado (FD15) incubados com E. coli ap6s
24 h
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A capacidade anti-adesiva do filme FA40 decorre da molhabilidade da
superficie do filme (angulo de contato de 50° apds 10 min) em relacdo aos filmes
FD15 (angulo de contato de 89° apds 10 min de contato) e PS (angulo de contato
de 82° (MARTINS, et al., 2020). As paredes celulares de bactérias Gram-negativas
sdo revestidas por uma fina camada de glicoproteinas e recobertas por uma
espessa camada composta principalmente por lipoproteinas e lipidios. Desta
maneira, filmes com superficie hidrofébica propiciam interagdes favoraveis com as
paredes celulares das bactérias aumentando a adesdo microbiana. Neste contexto,
a superficie do filme FA40 de carater majoritariamente hidrofilico, impede a fixacao
e consequentemente o crescimento de bactérias (MARTINS, et al., 2020).

A acdo bactericida dos filmes esté interligada a presenca do grupo catiénico
—NH3s* da QT. O grupo amino protonado pode interagir eletrostaticamente com o
fosfolipidio dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG), principal componente da membrana
celular de bactérias Gram-negativas. Essa interacdo proporciona aumento da
permeabilidade da membrana celular, ocasionando evasdo de componentes
intracelulares, como &cido nucleico e glicose, impedindo o transporte destes
nutrientes para as células microbianas. As etapas citadas acima podem ocasionar
a morte da bactéria (FACCHI, FACCHI, MARTINS, 2016; MARTINS, et al., 2020).

Martins e colaboradores (2020) desenvolveram filmes finos de PT/QT (PT-
QT) e iota-carragena/QT (IC-QT) via método layer-by-layer. Os testes de adeséo e
proliferacdo de bactérias Pseudomonas aeruginosa (Gram-negativa) e
Staphylococcus aureus (Gram-positiva) indicaram que os filmes finos apresentam
propriedades anti-adesivas e bactericida sobre ambas as linhagens de bactérias
apos 24 h de incubacéo. Os resultados desta analise demonstraram que 0 nimero
de bactérias P. aeruginosa aderidas a superficie do material foi de apenas 11
bactérias para cada cm=2 de superficie do filme fino IC-QT e 47 bactérias para cada
cm~2 de superficie do filme fino PT-QT (MARTINS, et al., 2020). Materiais a base de
PT/QT podem proporcionar baixa adesdo microbiana e atividade bactericida,
estando em acordo com os resultados obtidos neste trabalho. No entanto, essas
propriedades sado dependentes da metodologia usada no preparo dos materiais. Os
resultados demonstraram que os filmes apresentaram atividade antimicrobiana

contra a bactéria E. coli. Desta forma, estes materiais podem promover protecéo
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para o0s alimentos contra microrganismos. Provavelmente, o potencial

antimicrobiano dos filmes deve-se a presenca da QT na matriz polimérica.

4.9TAXAS DE PERMEABILIDADE A VAPOR DE AGUA E OXIGENIO

As propriedades de barreira de um filme polimérico sdo fundamentais para
a estimativa da vida atil de um alimento em prateleira. A permeabilidade ao vapor
de agua e ao oxigénio sdo duas das principais propriedades investigadas para
aplicacao de filmes como embalagens de alimentos. Tanto o vapor de agua quanto
0 oxigénio podem ser transferidos do ambiente interno ou externo por intermédio da
embalagem, ocasionando mudancas na qualidade e propriedades dos alimentos.
Esse efeito esta diretamente relacionado ao prazo de validade do alimento
embalado (CAZON, et al., 2017).

Os resultados das medidas da TPVA E TPO:2 realizados com os filmes FA40
e FD15 estédo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Resultados das taxas de permeabilidade ao vapor de dgua (TPVA) e gas oxigénio (TPO2)
determinadas sobre os filmes FA40 e FD15.

Amostra TPVA (g/m2 dia) TPO2 (cm3/mz2dia)
FA40 0,004 1,8
FD15 0,072 0,7

A presenca de GLI (40%) na matriz polimérica ocasionou menor
permeabilidade ao vapor de 4gua e maior permeabilidade do gas oxigénio. Esse
resultado ocorre devido ao carater hidrofilico do GLI que dificulta a difusdo das
moléculas de agua (SARANTOPOULOS, et al., 2002) através da matriz do filme
FA40. Por outro lado, devido a maior hidrofobicidade do filme FD15 que deve
interagir melhor com moléculas apolares do gas oxigénio. O filme FA40 apresenta
maior potencial para absorver agua, uma vez que esse material se trata de um
hidrogel majoritariamente hidrofilico. Medidas de angulo de contato confirmaram a
maior hidrofilicidade do filme FA40 (50° apds 10 min de contato) em relacao ao filme
FD15 (89° ap6s 10 min de contato). Esse resultado explica a maior capacidade de
barreira ao vapor de agua. O filme FD15 apresenta caracteristica hidrofébica.

Assim, ele possui melhor potencial de barreira sobre o gas oxigénio. No entanto,
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podemos afirmar que a taxa de permeabilidade TPVA e TPO:2 foram baixas para
ambas as amostras.

O maior conteudo de glicerol (40%) aumenta a TPOg2, indicando que
concentracbes elevadas de plastificante podem promover aumento da
permeabilidade de O2. Esse efeito pode estar relacionado a acéo plastificante do
GLI que aumenta a mobilidade das cadeias poliméricas. Isso permite a difusado das
moléculas de oxigénio através do filme (LECETA, GUERRERO, CABA, 2013). O
maior resultado de TPO2 do filme FA40 deve estar associado ao seu maior
alongamento até a ruptura (¢ = 19%). Em relacdo ao filme FD15, sua baixa TPO:2
em comparacao ao filme FA40 deve estar associada a reorganizacao estrutural da
matriz do filme apos a lavagem. De acordo com o XPS, a lavagem remove o GLI
superficial do filme FD15, tornando o mesmo mais resistente (55 MPa). Esse efeito
aumenta a hidrofobicidade do filme, promovendo uma melhor barreira as moléculas
do gas Oa.

Os filmes FA40 e FD15 apresentaram excelentes resultados de barreira
contra o vapor de agua e gas oxigénio. Leceta e colaboradores (2013)
desenvolveram filmes puros de QT incorporados com 15 e 30% de GLI. As analises
de TPO2 foram realizadas a 23 + 2°C a 50 = 3% de umidade relativa. Os resultados
de TPO: para os filmes de QT de baixa massa molar foram de 6,65 cm® um m=
day! kPa (filme puro), 20,04 cm® um m=2 day* kPa (filme com 15% de GLI) e
37,38 cm®um m~2 day* kPa™ (filme com 30% de GLI). Para os filmes de QT de alta
massa molar, os valore de TPO:2 foram de 7,70 cm®um m=2 day* kPa (filme puro),
21,93 cm® um m=2 day ! kPa! (filme com 15% de GLI) e 38,17 cm® um m=2 day*
kPa! (flme com 30% de GLI). Estes resultados demonstraram o aumento da
permeabilidade dos filmes com o aumento da propor¢cdo de GLI que vieram de
encontro com os resultados apresentados nesse estudo (LECETA, GUERRERO,
CABA, 2013).

4.10 PROPRIEDADE DE BARREIRA A LUZ

Propriedades de barreira a luz (radiagéo ultravioleta (UV)) consiste em um
parametro importante, pois esta é a responsavel pela oxidacdo dos lipidios. A
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oxidacdo lipidica afeta as propriedades organolépticas dos alimentos, causando o
surgimento de sabores e odores indesejaveis, reduzindo o tempo de prateleira dos
alimentos embalados. Filmes com boas propriedades de barreira a luz UV, na regido
de (200 — 280 nm) podem auxiliar no retardamento da oxidag&o lipidica, fornecendo
maior protecdo ao alimento (CAZON, VAZQUEZ, VELAZQUEZ, 2018; CAZON,
VAZQUEZ, VELAZQUEZ, 2019).

A Fig. 16 ilustra os espectros de absorbancia na faixa de radiagcao UV-Vis

para as amostras FA40 e FD15.

—FA15 ———FA40|

2.0 a) FD15 20 b) ——FD40
1,8 1,8
1,6 1,6
1,4 1,4
'§ 1,2 ~§ 1,2
“_é’ 1,0 g 1,01
g 084 g 0,8
0,64 0,6
0,44 0,44
0,2 s 0,24

300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
Comprimentos de onda (nm) Comprimentos de onda (nm)

Figura 16. Espectros UV-Vis dos filmes com 15% (a) e 40% (b) de GLI.

A propriedade de barreira a luz UV foi melhor para as amostras FA40 e
FA15 em comparagdo as amostras FD40 e FD15. Isso se deve a remocao do
excesso de GLI na amostra FD. Durante o processo de lavagem, o excesso de GLI
€ removido da matriz polimérica. Esse efeito estad associado a uma diminuicao da
absorbancia na regido UV. Além disto, as espessuras dos filmes FD (FD15 = 0,028
mm, FD40 = 0,029 mm) sdo menores em comparacao aos filmes FA (FA15 = 0,038
mm e FA40 = 0,045 mm). A amostra FA40 apresentou maior valor de absorbancia
na regido UV (Fig. 16). O aumento da proporcao de GLI (15 para 40%) promove
maior efeito protetor contra a radiagdo UV. O aumento de GLI para 40% promove
uma maior espessura no filme FA40. Esse efeito somado ao aumento da quantidade
de GLI promove maior capacidade de absorc¢édo da luz UV (Fig. 16).

Além da propriedade de barreira a luz, a transparéncia de um material é um

fator importante na confec¢do de embalagens alimenticias. Este efeito proporciona
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um impacto direto na aceitabilidade do consumidor. Embalagens transparentes
permitem ao consumidor analisar o produto com maior nitidez, avaliando sua
qualidade visualmente (CAZON, VAZQUEZ, VELAZQUEZ, 2018).

A propriedade de barreira a luz dos filmes, pode ser ratificada pelos valores

de transparéncia apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Valores de transparéncia dos filmes FA15, FA40, FD15 e FD40.

Amostra Espessura média (mm) Transparéncia (%.mm-1)
FA15 0,038+ 0,009 50,35
FA40 0,055 + 0,014 34,80
FD15 0,028 + 0,025 68,06
FD40 0,029 + 0,008 63,64

Como esperado, os valores de transparéncia confirmaram os resultados
obtidos no teste de barreira a luz. A amostra FA40 apresentou o menor valor (%) de
transparéncia entre todas as amostras, indicando que este filme interage melhor
com a luz. Este efeito deve estar relacionado ao aumento da espessura do filme. A
espessura de um filme é um dos fatores responsaveis que deve ser ajustado afim
de modular a transparéncia de materiais (ELSABEE, ABDOU, 2013). Uma menor
transparéncia esta intimamente relacionada com elevadas espessuras (CAZON,
VAZQUEZ, VELAZQUEZ, 2018). O filme FA40 (34,80%.mm™1) apresentou valor de
transparéncia similar em relacédo ao filme de polipropileno (38,2%.mm™) e acima de
filme de polietileno de baixa densidade (15 — 20%) (LEE, SON, HONG, 2008).

Altos valores de absorgéo de luz em filmes contendo GLI também foram
reportado por Cazoén e colaboradores (2019). Eles desenvolveram filmes a partir de
celulose, glicerol e alcool polivinilico. Filmes contendo 5,0% de GLI apresentaram
maior capacidade para absorver luz UV, promovendo um valor de absorbancia
maximo de 2,3. Os valores de transparéncia dos materiais foram de 38,56% (filme
obtidos de uma mistura com composicao 4,0% m/m de celulose, 5,0% m/m de GLI

e 5,0% m/m de alcool polivinilico), 89,38% (filme obtido de uma mistura na
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composicdo 3,0% m/m de celulose, 5,0% m/m de GLI e 5,0% m/m de alcool
polivinilico) e 53,23% (filme obtido de uma mistura 3,0% m/m de celulose e 5,0%
m/m de alcool polivinilico). Os autores concluiram que a presenca do GLI
proporcionou efeito protetor contra a radiagio UV (CAZON, VELAZQUEZ,
VAZQUEZ, 2019).

Em comparacdo a outros materiais desenvolvidos para embalagens de
alimentos, os filmes deste trabalho apresentaram excelentes propriedades de
barreira & luz. Por exemplo, Tan e colaboradores (2014) desenvolveram filmes a
base de QT incorporados com diferentes proporcées (0, 0,5, 1,0 e 1,5% m/m) de
extrato de sementes de toranja para utilizacdo como embalagens de alimentos para
protecdo de pdes. Os filmes foram desenvolvidos pelo método casting. As
propriedades de barreira a luz e transparéncia dos filmes foram analisadas na faixa
de 220 a 880 nm. Os resultados de propriedade de barreira a luz evidenciaram altos
valores de transmitancia (faixa de 58,84% a 93,14%) para os filmes com maior
proporcdo de extrato de sementes de toranja (1,5%). Esses resultados foram
comparados com os resultados de barreira a luz promovidos por filmes sintéticos,
tais como o polietileno de baixa densidade (86,9%), polipropileno orientado (89,1%),
poliéster (83,5%) e polivinil cloreto de vinildeno (90,0%). Os autores concluiram que
os filmes podem ser utilizados em embalagens alimenticias para preservar paes.
Por outro lado, é importante ressaltar que altos valores de transmitancia (%), estdo
relacionados a maior passagem de luz pelo material. Este efeito, pode ocasionar a
oxidacdo lipidica, diminuindo o tempo de vida util do alimento (TAN, et al., 2014).

Os resultados de propriedades de barreira a luz UV desse estudo foram
promissores, com destaque para as amostras FA. Os filmes proporcionaram a
formacdo de uma barreira protetora e os resultados de transparéncia foram
satisfatorios. Essas caracteristicas podem proporcionar o desenvolvimento de
embalagens alimenticias. As mesmas devem promover visualizagdo do alimento
embalado e bem como preservar as propriedades organolépticas do alimento por

um maior periodo.

411 EMBALAGEM DE ALIMENTOS



1374
1375
1376
1377
1378
1379
1380
1381
1382
1383
1384

68

O filme FA40 foi utilizado como embalagem de alimentos, uma vez que
apresenta propriedades mecéanicas adequadas, propriedades antimicrobianas,
citocompatibilidade e propriedades de barreira contra agua, oxigénio e luz. O
potencial para embalagens alimenticias dos filmes FA40 e PVC foram avaliados
utiizando tomates-cerejas. As alteracdes estruturais dos tomates-cerejas
embalados com quatro conjuntos de embalagens: (1) filme FA40 acondicionado fora
da geladeira (temperatura ambiente); (2) filme PVC acondicionado fora da geladeira
(temperatura ambiente); (3) filme FA40 armazenado dentro da geladeira; (4) filme
PVC armazenado dentro da geladeira. O estudo foi realizado durante 18 dias de

armazenamento. Imagens digitais sdo apresentadas na Fig. 17.
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18 dias

Figura 17. Imagens digitais de tomates-cerejas embalados com os filmes FA40 e PVC depois de 0,
9 e 18 dias. Amostra 1 = filme FA40 acondicionado fora da geladeira (temperatura ambiente);
Amostra 2 = filme PVC acondicionado fora da geladeira (temperatura ambiente).

No tempo O, todos os tomates apresentaram coloracdo avermelhada e
textura lisa. No 1° dia, as primeiras modificagfes estruturais nos tomates-cereja
foram visualizadas na embalagem (2), pois a regido da columela apresentou-se
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mais escurecida. Esta mudanca de coloracdo, pode indicar a baixa eficiéncia do
PVC em armazenar produtos fora da geladeira. As outras trés embalagens
mantiveram o0s aspectos estruturais dos tomates-cerejas.

No 9° dia, a aparéncia fisica dos tomates-cerejas das embalagens (1), (2) e
(3) apresentou diferencas estruturais evidentes. Os tomates-cerejas das
embalagens (1) e (3) estavam levemente secos, com superficie enrugada, devido a
perca de agua para a matriz do filme (Fig. 17) Entretanto, sua coloracdo
avermelhada e a auséncia de microrganismos causadores de deterioracéo,
confirmaram que o filme FA40 preservou o fruto. Na embalagem (2), observou-se
regides esbranquicadas no feixe vascular e columela dos tomates-cereja,
evidenciando o apodrecimento do alimento. A embalagem (4) ndo foi observada
mudancas nas caracteristicas estruturais dos tomates-cerejas. O armazenamento
na geladeira prolonga o tempo de vida atil do fruto (Fig. 17).

Apos 18 dias de andlise, os tomates-cerejas das embalagens (1) e (3)
mantiveram sua coloracao e preservagao de suas propriedades. A absorcéo de
agua pelo filme, promoveu aos mesmos textura enrugada, deixando-os
desidratados. Entretanto, neste periodo, ndo foi observado a presenca
microrganismos sobre o fruto. Nos tomates-cerejas das embalagens (2) e (4)
observou-se a proliferacdo de microrganismos deterioradores, sendo mais evidente
na embalagem (2). Esse efeito promoveu o apodrecimento do alimento. Na
embalagem (4) a presenca de microrganismos aconteceu apos 18 dias.

Outros filmes a base de polissacarideos também foram utilizados em testes
como embalagens alimenticias para protecdo de tomates-cerejas. Kaewklin e
colaboradores (2018) desenvolveram filmes de nanocompdsitos de QT
incorporados com nanoparticulas de dioxido de titanio (21 nm) e também filmes
puros de QT para embalagens de tomates. Para o preparo dos filmes, a QT foi
dissolvida em &cido acético 1% (vol/vol) e GLI (30% m/m) foi incorporado a solugéo
de QT (2,0% m/v). A aplicacdo do teste em tomates decorreu em trés tipos de
embalagens: (1) filme nanocompdsito de QT/dioxido de titanio, (2) filme de QT puro
e (3) embalagem de polietileno de baixa densidade (controle). Todas as amostras
foram armazenadas em uma camara de temperatura e umidade constante a 20 °C
e 85% de umidade relativa (UR) e irradiados com luz UV. A qualidade dos tomates

foi avaliada duas vezes por semana. Os resultados demonstraram que filmes
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contendo dioxido de titdnio apresentaram os melhores resultados, devido a sua
propriedade de fotodegradacdo (KAEWKLIN, et al., 2018).

Durante o periodo analisado, a eficiéncia das embalagens confeccionadas
pelos filmes de PT/QT/GLI foi excelente em comparacao as embalagens de PVC.
As caracteristicas observadas nesta analise estdo de acordo com os resultados de
teste de adesao inicial de bactérias e a atividade antimicrobiana. Acredita-se que os
filme FA40 seja promissor para utilizagcdo como embalagens para alimentos. Esse
filme proporciona prote¢cdo contra microrganismos deterioradores, promovendo a
preservacdo das propriedades organolépticas. Certamente, o filme FA40 pode
aumentar o tempo de vida util de alimentos em prateleira quando comparado a
filmes convencionais. Destacamos que nao ha necessidade de realizar a etapa de
lavagem do filme FA40, otimizando o tempo de producdo do mesmo. Além disso, a
eficacia do filme FA40 como embalagem alimenticia comprova a utilizacdo deste

material sem .

5 CONCLUSAO

O preparo de filmes de PT/QT incorporados com diferentes contetdos de
glicerol foram obtidos neste estudo. A modificacdo do teor inicial de glicerol na
blenda de PT/QT proporcionou a formacdo de filmes resistentes e flexiveis. A
incorporacao do glicerol favoreceu o aumento efetivo da resisténcia a tracao das
amostras lavadas. N&o ha relatos na literatura sobre filmes com excesso de PT na
matriz polimérica com resultados promissores de propriedades mecéanicas como
obtidos neste trabalho. Além disso, os filmes desenvolvidos sdo isentos de agentes
reticulantes, agentes toxicos e materiais sintéticos, consistindo em um material de
baixa citotoxicidade. Foram obtidos filmes ndo lavados e lavados com superficie lisa
e homogénea. Os espectros de XPS demonstraram provavelmente a presenca de
sinais caracteristicos da PT e QT e, também do GLI. Medidas de angulo de contato
confirmaram alteracdo significativa da molhabilidade da superficie dos filmes. As
amostras lavadas séo mais hidrofobicas em relacdo as amostras néo lavadas. Esse
efeito se deve a presenca de GLI na superficie dos filmes n&o lavados. A lavagem
dos filmes aumenta a efetividade de interagéo entre os componentes da matriz. 1ISso

explica porque os filmes apresentam maior resisténcia a tracdo depois de lavados.
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Os filmes FA ndo apresentaram citotoxicidade. Esta caracteristica contribuiu para
gue o filme FA40 apresente atividade antimicrobiana e antiadesiva contra bactérias
E. Coli. Os testes de propriedade de barreira evidenciaram a protecao dos filmes
contra &gua, oxigénio e luz. Sendo assim, o filme FA40 pode manter as
propriedades organolépticas dos alimentos por um maior tempo de prateleira.
Aplicando este material como embalagem em tomates-cerejas, o filme FA40
manteve a integridade fisica e conservou o fruto. A eficicia do filme FA40 na
protecdo de tomates-cerejas, comprovou que os filmes n&o necessitam ser
submetidos ao processo de lavagem. A retirada desta etapa proporciona a
otimizacdo da producdo dos materiais, evitando a utilizacdo de agua durante o
processo. O conjunto de resultados deste estudo confirma o potencial do flme FA40
em atuar como embalagem para fins alimenticios.

Futuramente, a utilizacdo deste material como embalagem para alimentos
poderd auxiliar na despoluicdo do meio ambiente substituindo embalagens

sintéticas, reduzindo o acumulo de lixo e a conservagdo do meio ambiente.
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